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序 論
カル シウム括抗薬は ､ 平滑筋や心筋に存在するカル シ ウム チ ャ ンネルに作用
し ､ 細胞内 へ の カル シウムイ オン の 流入 を抑制する ことにより ､ 筋弛緩作用を
示す｡ カル シウム括抗薬は ､ そ の 構造 の 違い より4 つ の タイプに分類されて い
る (Table 1) . N ifedipin eに代表され る 1,4･ ジ ヒ ドロ ビリ ジン系 の 化合物 は､
末梢の 血管平滑筋の 弛緩作用が強く､ 主 に高血圧 の 治療に頻用され て い る ｡ 長
い アルキル側鎖を有する v e r apa 皿ilは ､ 末梢 の 血管平滑筋よりも心筋に選択的
に作用する ことか ら, 抗不整脈薬として使用されて い る ｡ また､ ベ ン ゾジアゼ
ピン類似構造を有する diltia z e mは､ 両者の 中間的な作用を示すo 一 方 ､ ピベ
ラジン環 を有す る cin n arizin eお よびcin n a rizin eにフ ッ 素を導入した誘導体で
ある flu n arizin e は , 脳血管 の カル シ ウムチ ャ ンネル に選択的に作用 し､ 心臓
および血圧 にほ とん ど影響する こ となく脳血管を拡哀し ､ 脳血流量 を増加させ
る o 臨床的には ､ cin n arizin eは1 日 7 5- 150m g､ flu n a rizin eは 1 日 1 0 m g
の投与量 で ､ 脳梗塞後遺症, 脳出血後遺症および脳動脈硬化症 によ るめ まい ,
頭痛 ､ 頭重感, 肩 こり等 の 諸症状 の 改善効果 を示す 【2-4】o
Table 1 Cla s sific atio n ofc alcitl m a ntago nists[1]
1) 1,4-I)ihydr op yri din ede riv ativ e s
N ifedipin e, N ic a rdipin e, N ilv adipin e,
M a nidip n e, Be nidip n e, Ba r nidipl n e,
Felodipin e,
2) Pbe nylalkyla血in ede riv ativ e s
Ve r apa mi1
3) Be n z odia z epin ede riv ativ e s
Diltia z e m
4) Pipe r a zin ede riv ativ e s
Cin n a rizin e
,
Flu n arizin e
Nitr e ndipin e,
A 皿1odipin e,
N is oldip n e,
Efo nidip m e,
1
19 8 6年頃妄り ､ cin n arizin eや 且u n arizin eの 服用患者に parkin s o nis m な ど
錐体外 路系 の 副作用 が発現す る こ と が報告 され る よ う に な っ た 【5-7]o
Pa rkin s o nis m は運動減少筋硬直症候群で あ っ て ､ 臨床像とし て は ､ 振戦
(tre m o r) ､ 筋硬直 (rigidty) ､ 無動 (akine sia) を三主徴とする ほか ､ 姿勢
保持障害や唾液分泌過多､ 多汗な どの 自律神潅症状もみられ る ｡ Pa rkin s ｡ nis m
は ､ 大脳基底核の 異質線条体 にお い て ド ー パ ミ ン作動性 ニ ュ ー ロ ンの 活性が低
下し､ 相対的 に コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン の活性が優位にな っ た時に発現す る 【8,
9]｡ 黒質は､ 中脳 の 底に近く大脳脚の背方に接して い る幅の 広い 灰 白質 で ､ メ
ラ ニ ンに富む神経細胞で あり ､ ド ー パ ミ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン を線条体 へ 送 る ｡
線条体 (striatu m) は ､ 大脳半球の 深部で間脳 の 近 く にある灰白質の塊で あ っ
て ､ 尾状核 (c a udate n u cle u s) と被寂 (puta 皿 e n)か らな る .
薬物が引き起 こすpa rkin s o nis m として は ､ haloperi dolや chlo rpr o m a zine
な どの 抗精神病薬の 例 が古くから知られ て い る ｡ 抗精神病薬の精神分裂病に対
する効果は､ 中脳辺縁系および中脳皮質系における ド - ^oミ ン括抗作用 に よ る .
しか し､ 抗精神病薬の ド - ^
o
ミ ン括抗作用は異質線条体系 に も及び ､ 線条体の
ド ー パ ミ ンレセプタ ー を遮断す る こ とに より ド ー パ ミ ン作動性ニ ュ ー ロ ン の 活
性を低下させ 副作用として pa rkin s o nis m を生 じる 【10- 13]｡ 一 方､ r e s e rpin e
な ど は ニ ュ ー ロ ン末 端 で ド ー パ ミ ン を遊離 ･ 枯渇 さ せ る こ と に よ り ,
pa rkin s o nis m を引き起 こす o Cin na rizin eお よび flu n arizin eは､ フ ェ ニ ル ア
ルキル ア ミ ン構造を有し ､ 抗精神病薬と構造上 の類似性が高く , 抗精神病薬 と
同様の機序で pa rkin s o nis m を惹起する可能性が考えられ る ｡ Flu n arizin e に
関 して は､種々 の実験より , ド - ^o ミ ン レセプタ ー へ の 関与 が示されて い る 【1 4,
15]｡ 一 方､ cin n arizin eにつ い て は ､ そ の 関与は明らか で はな い ｡
薬物 による毒性 (副作用) 発現の機構を考察する た めに は ､ そq)薬物 の体内
動態､ 特 に代謝過程につ い て 明らか にする必要がある ｡ 例えば, 抗て んかん薬
の c a rba m a z epin e投与時に生ずる精神神経系 の副作用は ､ 代謝物 の 10,l l- エ
ポキ シ ド体による ことが知られて い る 【1 6, 1 7】o 薬物の 代謝は ､ 第 一 相 の酸化 ､
還元 ､ 加水分解とそれに引き続く第二相 の抱合反応からなる o この策 一 相 の 反
応 の中で も最も大きな割合を占める の が cytochr om e P4 50(P4 50) に よる酸化
反応 で ある [18,19】｡ P4 5 0は肝臓の ミ ク ロ ゾ -
′
ム画分に最も多く存在し､ 脂溶
性物質に酸素を導入し体外に排雅されやす い 形 に変換する ｡ P4 50 により代謝
を受ける薬物は多種多様 で あり ､ そ の数も著しく多 い 【20】｡ P450 が多種類 の
2
薬物の 代謝に関与しう る理 由は､ 多く の 分子種(is o e nzym e)が存在し ､ ま.た ､
お の お の の分子種自身の基質特異性が比較的低い た めで ある ｡ 現在､ ヒトの 薬
物代謝に関わる もの だけで も約 2 0種の 分子種が知られており [2 1]､ これ らは ､
ア ミ ノ酸配列の相同性からC Y Plか ら C Y P4 まで の 4 つ の フ ァ ミリ ー に分類さ
れて い る (Table 2) o 個々 の フ ァ ミリ ー はさらに C Y P2A や CYP2B の 様にサ
ブフ ァ ミリ - に細分類され ､ 一 つ の サ ブフ ァ ミリ ー は 1 - 5種の 分子種から構
成されて い る ｡ -
Table 2 Hu m a ncytochro m eP4 50 e n zym e sin v olv ed in the dr ug
m etabolis m【2 1]
Family Subfa mily ls o e n zym e
GY P1 G Y PIA
C Y P2
C Y P3
C Y P4
C Y P2A
C Y P2B
C Y P2C
C Y P2D
C Y P2E
G Y P3A
C Y P4A
C Y P4B
C Y PIAI
C Y PIA2
C Y P2A6
CY P2B6
C Y P2C8
C Y P2C9/10
C Y P2C18
C Y P2C19
C Y P2D 6
C Y P2E1
C Y P3A3/4
C Y P3A5
G Y P3A7
C YI)4A9
C Y P4B1
Cin n a rizin eの 代謝に関して は ､ So udijn ら 【22] が雄ラ ッ トを用 い たin viv o
の 検討より ､ 雄ラ ッ トの 尿中の 主代謝物は be n zhydr ol とその グルク ロ ン酸抱
3
合 体 で あ り
.
､ 糞 中 の 主 代 謝 物 は 11(diphe nylmethyl)-pipe r a zin e と
be n z ophe n o n eで ある と報告して い る o また ､ Dellら [2 3] の ウサギを用 い た
in viv oの 検討 で は､ 尿中の 主代謝物はbe n zhydr olの グルタ ロ ン酸抱合体 で あ
つ た. 一 方 ､ flu narizin e の 代謝に 関 して は､ Me ulde r m a n sら 【24] がin viv o
の 検討 より , 雄ラ ッ トで は bis(4-flu o r ophe nyl)m ethan ol が , 雌ラ ッ トとイヌ
で は hydr o xyflu n arizin eが主代謝物 で ある と報告して い る ｡ さ らに､ La vrijs e n
ら 【2 5] は雌雄ラ ッ ト､ イ ヌ ､ お よび ヒ トの 肝ミ ク ロ ゾ ー ム または遊離肝細胞
を用 い た in vitr o の 検 討 よ り ､ 雌 ラ ッ ト ､ イ ヌ お よ び ヒ トの 主代謝物は
hydro xyflun arizin eで ある こ とを見出した . しか し , 両 薬物 の代謝に 関する報
告は少なく ､ 特に代謝反応 に 関与す る酵素種や速度論的な情報 に つ い て の報告
は こ れ まで に ない ｡
Flun a rizin eに よる pa rkin s o nis m の 発現率は ､ 全投与患者 の 10 - 50 %にも
なり [26]､ そ の 症例報告も多 い o - 方 ､ cinn arizin e に関 して は ､ 投 与量 が
flun arizin e の 10 - 2 0倍 (モ ル換算) 多い に もかかわ らず､ そ の 症例報告は
flu n arizin eに比 べ て 少な い . Pa rkin s o nis m の 発現率が異な る原因として , 両
薬物 の代謝過程 ､ 脳内へ の移行性､ レセプタ ー へ の結合性な.どの 相違が考えら
れる ｡ 本研究で は, 主 にラ ッ トを用 い cin n arizin e, flun arizin eお よびそ れ ら
の 代謝物に つ い て こ れ ら の 性質 を比較 す る こ と に よ り ､ 両 薬物 に よ る
pa rkin s o nis m 発現機構ならび に発現率 の相違 に つ い て考察する ために , 次に
示す各項目に関する検討を行 っ た ｡
1 . Cin n a rizin eと flun arizin eの 代謝を検討する ために ､ cin n arizin eお よび
nu n arizin eとそれ らの 代謝物 の高速液体ク ロ マ トグラフ ィ ー (H P L C) による
簡易定量法を確立した ｡ さ らに､ cin n arizin eを基質として ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー
ム と反応させた時に､ HP L Cの タ ロ マ トグラム 上 で検出された未知代謝物の構
造を同定した ( 第1章) ｡
2 . W ista r系雌雄ラ ッ ト､ D A系雌ラ ッ トお よびヒトの肝ミ ク ロ ゾ ー ム と ヒ ト
P4 50 遺伝子発現リ ン パ芽球細胞 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て , cin n arizin e と
flu n arizin e甲
一 次代謝の速度論的検討と代謝反応に関与する P450分子種につ
いて検討した (第 2章) ｡
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3 . 錐体外路系 の運 動調節機能 に及ぼす cin n a rizine と flun arizine の 作用を ､
代謝が ヒ トと類似して い た W ista r系雌ラ ッ トを用 い て比較した｡ さ らに ､ ド
- バ ミ ン レセプタ - の 選択的な ア ゴニ ス トで ある apo m o rphin e を用 い , ド ー
パ ミ ン レセプタ ー に対する cin n arizin e お よび flun arizine の 遮断効果を in
vivo で比較した (第 3章) ｡
4 . ラ ッ ト線条体 の粗膜画分を用 い ､ cin n arizin eおよび n un arizin e とそれら
の 代謝物の ド ー パ ミ ン レセプタ - とム ス カリ ン性アセチル コ リ ン レセプタ ー に
対する親和性を調 べ る こと により , pa rkins o nis m の 惹起力を推定した (第 4
章) ｡
5 . ラッ トに cin n arizin eまたは flun arizin eを連続投与し､ 血祭中および線条
体中の未変化体および代謝物濃度を測定して ､ 連続投与時 の体内動態を調 べ た ｡
さ らに cin n a rizin e､ 丑tln arizin eお よびそれ らの 代謝物の線条体中濃度 と血紫
中濃度との 比 を計算し､ 脳内移行性に つ い て比較検討した (第5章) ｡
本論文は ､ これ らの方法と結果を詳述し､ 考察を加えたも の で ある ｡
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第1章 Cinn a rizine および flu n a rizine とそれらの代謝物の定量
法の確立
薬物 の体内動嶺を解析するた めに は ､ 信頼性 の高 い 生体試料中の薬物や代謝
物濃度測定法の確立が必要で ある ｡ C in n a rizin e に つ い て は ､ ガス ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー 【27] と高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー (H P工+C)[28-, 29】 に よ る血祭中
濃度の定量法が報告されて い る . しか し ､ cin n a rizin eの 代謝物の定量法に 関す
る報告はな い o 一 方 ､ flun a rizin eにつ い て は , H P LC【30- 32] による 血衆中濃
度の定量法が報告され て い る . また ､ flu n arizin eの 代謝物に関して は ､ ラ ジオ
H P L Cによる各種試料 (血菜､ 胆汁､ 尿 ､ 糞) 中濃度 の定量法が報告されて い
るが 【2 4】､ 標識化合物を用 い た方法で あり , 簡便な方法 で はない ｡ 従 っ て ､ 本
研究遂行にあた っ て ､ cin n arizin eお よびflu n arizin eの 代謝物の 迅速で簡便な
定量法 の確立が必要不可欠 で ある と考えられた ｡
本章で は ､ ラ ッ トお よびヒ トの肝 ミク ロ ゾ ー ム を用 い た in vitr o代謝実験に
より ､ cin n arizin e お よび flun a rizin e の 代謝特性を詳細 に調 べ る ため に ､
cin n arizin e とそ の 5 種の 代謝物お よび flu n arizin e とそ の 4種 の 代謝物を
H PI+C を用い て 簡便か つ 迅速 にそれぞれ同時定量する方法を検討した ｡ また ,
定量法 を検討する にあたり ､ cin narizin eを基質として ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム と
反応させた時に､ H P L Cの ク ロ マ トグラム 上 で検出された未知代謝物 の 同定を
行 っ た ｡
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第 1節 Cin narizine の 新規代謝物の同定
Cin n a rizine を基質として N A D PH存在下 に ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム と反応 さ
せ た時に ､ H P L Cの タ ロ マ トグラム上 で未知代謝物と考えられる ピ ー クが検出
された . この 未知代謝物を有機溶媒で抽出し ､ 薄層 ク ロ マ トグラ フィ ー (T L C)
および H P L C により単離精製して ､ そ の マ ス ス ペ ク トル ､ N M Rス ペク トルお
よび U V スペ ク トル を合成標品 と比較す る こ とにより構造を同定したこ
【実験結果 ･ 考察】
Cin n arizin eの 未知代謝物の EIマ スス ペク トル を Fiど. 1(A) に示 した｡ 分子
イ オ ン ピ ー ク は検出され なか っ たが ､ m/z1 8 2お よび 2 0 2に そ れぞれ 4-
hydr o xyphe nyl-phe nylmethyl基およびcin n a mylpipe r a zin e基に 由来する と考
えられ る フ ラグメ ン トイ オン ピ ー クが検出され た ｡ さ らに､ cin n a rizine の未知
代謝物の N M Rス ペ ク トル(Fig. 2A) に お い て は ､ 6.7p pm にphe nyl基の オ
ル ト位のプロ トン に 由来する シ フ トピ - クが検出された . これ らの こ と より ､
未知代謝物は cin n arizin e の ジフ ェ ニ ルメチル基 の ベ ンゼ ン買4位が水酸化さ
れた 1-[(4-hydr o xyphe nyl)phe nylmethyl]-4-(3-phe nyl- 2-pr openyl)pipe r a 2:in e
と推定され た ｡ こ れ ら の ス ペ ク トル は ､ 合成標晶 1-[(4-hydr o xyphe nyl)-
phe nylmethyl]ヰ(3-phe nyl-2-pr ope nyl)pipe r a zin e の も の と 一 致し た (Fig.1,
2). また ､ cin n arizin eの 未知代謝物の UV ス ペ ク トル (Fig.3) お よび H P LC
の 保持時間(Fig.4) も ､ い ずれ も合成標晶 と 一 致 した ｡ 以 上 の こ と より ､
cin n a rizin eの 未知代謝物は cin n arizin eの ジフ ェ ニ ルメチル基の ベ ンゼ ン環4
位 が 水 酸 化 さ れ た 11[(4-hydr oxyphenyl)phe nylmethyl]-4-(3-phe nyl-2-
pr ope nyl)pipe r a zin eで あると同定した｡
Cin n a ri2:in eの 代謝に関する研究は､So udijn ら 【2 2】 の 雄ラ ッ トを用 い たin
viv oによ
■
る検討 と ､ Dellら[23] の ウサギを用 い たin vivo の検討が報告され
て い る の みで ある . そ の中で So udijn ら [22] は ､ 雄 ラ ッ トの糞中代謝物の 一
つ と し て ､ 1-【(4-hydr o xyphe nyl)phe nylm ethyl]-4-(3-phe nyl- 2-pr ope nyl)-
pipe r a zin e 経由の 2次代謝物と考えられる p-hydr o野be n z oph9n O n eを見い だ
して い る . 本研究におい て は､ ラッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム による 1次代謝物として
1-【(4-hydr o xyphe nyl)phe nylmethyl]-4J(3-phe nyl-2-pr ope nyl)pipe r a zin eを初
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第2節 Cin na rizin eお よび n un a rizin eとそれ らの 代謝物の H P L C によ る定
量法
Cin n a rizin eとその 5種の 代謝物 ､ お よび flu n arizin eとその 4種 の 代謝物を
H P L Cを用 い て 簡便かつ 迅速にそれぞれ同時定量する方法を検討した｡
【実験結果 ･ 考察】
2 - 1 Cinn a rizine お よびその 代謝物の定量法
肝 ミク ロ ゾ - ム懸濁液中の cinn arizine およびそ の 代謝物を弱塩基性bHIO)
下 ､ n- ヘ キサ ン : アセ トン (9 : 1, v/v) で 抽出 した o 抽出溶媒として は ､ n - ヘ
キサ ン単独で は ､ cin n a血zin e の 水酸化体 の抽出率が著しく低くな るため ､ n -
ヘ キサ ン とアセ トンの 混液を使用した ｡ 抽 出物 の分離は ､ 移動相にア セ トニ ト
リル とリ ン酸緩衝液 (?Om M , pH 3. 7) の 混合溶液を使用し､ O D Sを充填したカ
ラム を用 い行 っ た (詳細に つ い て は実験の部参照) ｡
Fig.5 に は , ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム 懸 濁液(1m g pr otein, 1ml)に既知量 の
cin n arizin eお よびその 代謝物を添加し､ 抽出処理後 H P L Cにて 測定 した例を
示す. Cin n a rizin e およびそ の 代謝物 の ピ ー ク間で 十分な分離が得られた o ま
た ､ 1分析あたり の 所要時間は約 16分で あ っ た｡
C in n a rizin e とそ の 5種の 代謝物 (C -1, C-2, C -3, C- 4, C- 5) は ､ いずれも
o.o 2- 5pM の 範囲で良 い 直線性 (r ≧ 0.9 9) を哀した 0 日内お よび日間 の変
動係数はいずれも8.2%以下で あり , 良い 再現性が得られた (Taもle 3) ｡ また ､
定量限界は ､ cin n arizin e､ C- 1､ C-2 および C-4 につ い て は 0. 00 5pM であり ､
C- 5 は 0.01pM , C-B は O.0 2LLM であ っ たQ
以上 ､ cin n arizin eとそ の畠種の代謝物の 迅速か つ簡易な定量法を確立した o
特に､ ciムn a rizin eの 代謝物の定量法として は ､ 本方法が最初の もの で ある .
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2 ･ 2 Flu n a rizin eお よびそ の 代謝物の定量法
肝ミ ク ロ ゾ ー ム懸濁液中 の nu n a rizin eお よびそ の代謝物を cin n a rizin eの 場
合と同様に弱塩基性bHIO)下 ､ n - ヘ キサ ン : アセ トン (9: 1, v/v) で抽 出した ｡
抽出物の分離は ､ ア セ トニ トリル とリ ン酸緩衝液 (50m M , pH 3.5) の 混合溶液
を移動相とし､ O D Sカ ラム を用 い て行 っ た ( 詳細に つ い て は実験の 部参照) ｡
Fig.6 は ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム 懸 濁液(1mg pr otein, 1ml)に既知量 の
n unarizin eお よびその代謝物を添加し ､ 抽出処理後 H P L Cに付した時 の ク ロ
マ トグラム で ある o Flun arizin e お よびそ の代謝物 の ピ ー ク間 で十分な分離が
得られ ､ 1分析あたりの所要時間は約 17分 で あ っ た ｡
F hn arizin eとそ の 4 種 の 代謝物 (F-1, F- 2, F- 3, F- 5) は ､ い ずれ も 0.0 2-
5pM の 範囲で良 い 直碍性(r ≧ 0.999) を示 した0 日内お よび日間の変動係数
はいずれも 9.0%以下で あり ､ 良 い 再現性が得られた (Table 4) ｡ また ､ 定量
限界は､ flu n arizin e､ F･ 1お よび F-2 につ い て は 0.0 05pM ､ F15 は 0.0 2LIM ､
F-3 は 0.0 3LLM で あ っ た.
以上 ､ flu n a rizin eとそ の 4 種 の 代謝物の 迅速か つ 簡易な定量法を確立した .
特に代謝物に関して は ､ こ れ まで の 標識化合物を用 い た ラジオ H P工+C による 方
法に 比 べ ､ 本定量法は非常 に簡便な方法で ある と考えられ る ｡
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Cd .呂
小 括
ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム の 反応液より ､ cin n arizin e の新規 1次代謝物である
1-[(4-hydr oxyphe nyl)phenylmethyl]-4-(3-phe nyl-2-propenyl)pipe r a zin e を 初
めて単離同定した｡
さ らに ､ cin n arizin eとそ の 5種の 代謝物および nu na riz n eとそ の 4種の 代
謝物を H PI+C を用 い て簡便か つ迅速にそ れぞれ同時定量する方法を確立した ｡
い ずれ も ､ cin n a rizin eお よび nu n arizin eの 代謝特性を詳細に調 べ る ため に､
有用 な定量法で あると考 えられた ｡
1 9
実験の部
1 .
8週令の W ista r系雄性ラ ッ ト (日本 SI+C ㈱) を用 い た ｡
2 .
Cin narizin e､ 1-(diphe nylmethyl)pipe r a zin e(C -1), 1-(diphe nylmethyl)-4-
【3-(4'-hydr o xyphe nyl)- 2-pr ope nyl]pipe r a zin ehydr o chloride(C-2)および 1-【(4･
hydr oxyphe nyl)phe nylmethyl]-4-(3-phe nyl- 2-pr openyl)pipe r a zin e(C-4)は エ
ー ザイ㈱より供与された ｡
Flu n arizin ehydr o chlori de, 1-Pis(4-flu o r ophe nyl)m ethyl]pipera zin e(F- 1),
1-Pis(4-flu o r ophe nyl)m ethyl]-4-【3-(4
'
-hydr o xyphe nyl)- 2-pr ope nyl]pipe r a zin e
dihydr o chlo ride(F･2) およびbis(4-flu o r ophe nyl)m etha n ol(F-5)は協和発酵工
業㈱より供与された ｡
Be nqophe n on e(C- 3)､ be n zhydr ol(C- 5)､ 4,4
'
-diflu o r obenzophe n o n e(F- 3)
お よび 1 1-ketopr oge ste r o n eは和光純薬工業㈱より購入した ｡
そ の 他の試薬は ､ 高速液体ク ロ マ トグラ フ 用 また は特級試薬を和光純薬 工業
㈱より購入した｡
3 .
代謝物の ス ペクトル の測定に は次 の も の を用 い た ｡
U V スペ クトル : 島津tTV-160 型紫外可視分光光度計
マ ス ス ペ クトル : 日本電子 J M S-D X3 0 0型
N M R スペク トル : 日本電子 J N M- G X400型
H P L Cの 装置は次の も の を用 い た ｡
ポンプ: 島津 L C-6 A型 カラム オ ー ブン : 島津 C T O_6 A型
検出器 : 島津S P D- 6A 型紫外分光光度計
計算器 : 島津 C-RIB 型タ ロ マ トイ ンテグレ ー 夕 -
生 + _ 乏二 此 盈製
ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム は , Om u r aと Sato の 方法 【33】 により調製した . 得
られた ミク ロ ゾ ー ム ペ レ ッ トは 100m M リ ン酸緩衝液 pH7.4 に懸 濁 し､ -8 0℃
2 0
で保存した . タ ンパ ク濃度の定量は､ Lo w ry らの 方法 【34] に従い ､ 標準物質
として牛血清ア ルブミ ン (シグマ社製) を用 い た｡
且 L 迦 風定
Cin n arizin e を N AI)P H存在下 に W ista r 系 雄 ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ∵ ム
(1mg/ml)と 3 0分間反応さ せた Q 反応液に 1M 炭酸緩衝液 bH IO)を加えた後､
代謝物を n - J＼キサ ン : アセ トン (9 : 1, v/v) で抽出した. 有機溶媒を減圧留
去後､ 残査をメ タノ ー ル に溶解し､ シ リカゲル (K e s elge1 60F2 5 4, M e r ck社
製) を用い た薄相クロ マ トグラ フ ィ ー (T L C) で分画 した｡ 展開溶媒には ､ ク
ロ ロ ホルム : メ タノ ー ル : ア ンモ ニ ア 水 (100 : 10:1, v/v) を用 い た ｡ 次い で ､
T L C板より未知代謝物の バ ン ド(Rf値 =0.7 5) をかき取り ､ メタノ ー ルで 抽出
後､ H P L Cに付した . H P L Cで は ､ Asahipak OI)P-5 0カラム (6m m i.a. ×
150m m
,旭化成工業㈱)を40℃ で用 い , 移動相 として アセトニ トリ ル :5 0m M
リ ン酸緩衝液 pH 3.7 (35:65, v/v) を流速 1.2 ml / miふで使用した o 未知代謝
物の 溶出ピ ー ク を分取 し ､ ア セ ト ニ ト リ ル を減圧留去後､ 1M 炭酸緩衝液
bHI O)を加 え､ n - ヘ キサ ン : アセ トン (9 : 1, v/v) で抽出した ｡ 有機溶媒を
減圧留去し､ 機器分析用サ ンプルを得た ｡
地 底量塵
ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム懸濁液 1ml に既知 量 の cin n arizin eおよびそ の代謝物
を添加 し ､ 1M 炭酸緩衝液 bH IO) 0.5ml と 内部標準と し て 20pM 4-
hydr o和也 un arizin e(F-2)メタノ ー ル溶液 10plを加えた後, n ･ ヘ キサ ン : ア セ
＼
トン (9: 1, v/v) 6 ml で抽出したo 1 6 0 0×g で 10分間遠心分離し､ 有機層を
分取した. ロ ー タリ エ バ ボレ ー タで有機層を減圧 留茸後 ､ 残蔭をメタノ - ル
1 00L1 に溶解し､ H P L Cに付したo HPIJC での 分離分析は､ 以下の 条件で行 っ
た｡
カラム ; カプセル ^
o
ツ ク C 18(4.6m mi.a. ×25cm , 資生堂㈱)
カラム温度;4 0℃
移動相; アセ ト ニ トリル :50m M リ ン酸緩衝液 pH 3.7 (4 5:55, v/v)
流速; 1.2 ml /min 検出 ; 210 n m
2 1
埴 産屋塵
内部標準に 11-ketopr oge ste r o n eを用 い ､ 移動相 に アセ ト ニ トリル : 50m M
リ ン酸緩衝液 pⅠi3.5 (4 5: 5 5, v/v) を用 い た以 外 は ｢6 . C in narizin eお よび
そ の 代謝物 の定量法+ と同様に行 っ た ｡
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第 2章 Cin n a rizin eと nunarizin e の in vitro で の代謝
薬物の毒性を考える 上で ､ 代謝過程は重要な要因の 一 つ であ る o 代謝により ､
薬物は無毒化され る場合もあれば ､ 活性化され る こ ともある ｡ また ､ 代謝過程
には ､ 大きな種差や性差が存在する こ とが良く知られ て い る ｡ 従 っ て ､ 実験動
物を用 い て薬効や毒性実験を行うに 当た っ て は ､ で きる だけ代謝様式が人に近
い 動物を用 い て行う べ きで あり , 研究の 初期の段階で ､ ヒ トを含めた種々 の 動
物における当該薬物の代謝過程 を比較検討する必要がある ｡
Cin n arizine の代謝に関して は､So udijn ら 【2 2】 が雄ラ ッ トを用 い たin viv o
の 検討 より ､ 雄 ラ ッ トの 尿中の 主代謝物は be n zhydr ol とそ の グル タ ロ ン酸抱
合 体 で あ り ､ 糞 中 の 主 代 謝 物 は 11(diphe nylmethyl)pipe r a zin e と
be n z ophe n one で ある と報告して い る o また ､ Dellら【23】 は ､ ウサギで は尿
中の 主代謝物はbe n zhydr olの グルク ロ ン酸抱合体で ある こ とを見出 して い る o
一 方､ flu n a rizin eの 代謝に関して は､ Me ulde r m a n sら [24] の in viv oの 検討
にお い て ､ 雄 ラ ッ トで は bis(4-flu o r ophe nyl)m etha n ol が ､ 雌 ラ ッ トとイ ヌで
は bydro xy且u n a rizin eが主代謝物で あ っ た ｡ さ らに ､ 雌雄ラ ッ ト､ イヌ ､ お よ
び ヒ トの 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム また は遊離肝細胞を用 い た in vitr o の検 討よ り ､
La v rijs e nら[2 2】は雌 ラ ッ ト､ イ ヌお よび ヒ トの主代謝物はhydr oFyflu n a rizine
で ある と報告した ｡ しか し, 両薬物の代謝に関与する酵素種や速度論的な情報
はない ｡
本章で は､ cinn arizine と flu n arizin eに よる pa rkin s o nis m の 発現機構なら
びに両薬物によ る発現率 の 相違 を検討す る た めの 第 1 の ス テ ッ プとし て ､
W is七a r 系 雌雄ラ ッ ト, D A系雌ラ ッ トおよびヒ トの 肝ミ ク ロ ゾ ー ム と ヒ ト
p450 遺伝子発現リ ンパ 芽球細胞 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て ､ cin n arizin e と
且 un arizin eの 一 次代謝の速度論的解析を行うと共に代謝反応 に関与する P450
分子種につ いて検討した｡
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第1節 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム による代謝
2 つ の 薬物の代謝率を比 べ る方法 の 一 つ と して , in vitr o の代謝実験で求め
られ る速度論的パ ラメ - 夕 (K m , V m a x)の 比較がある o また ､ この速度論的パ
ラメ ー タは , ある薬物の代謝経路が複数存在する場合､ どれが主要な代謝経路
で あるか を推測するうえで ､ 重要な情報を与えて くれる ｡ そ こで ､ W ista r系雌
雄ラ ッ トの 肝 ミク ロ ゾ - ム を用 い ､ cim arizin eお よび flun arizin eの in vi tr 0
における 一 次代謝物生成反応 の速度論的パ ラメ ー タ を求 め, 両薬物の 代謝 につ
い て 比較検討した ｡ 次い で ､ 代謝反応に対す る阻害剤 の効果を調 べ た後 ､ さ ら
に C Y P2Dサ ブフ ァ ミリ ー の 欠損モデル であるbA 系雌ラ ッ ト【35- 37] を用 い ､
cin n arizin eおよびflu n arizin eの 代謝反応における C Y P2D サブフ ァ ミリ ー の
関与 につ い て検討した｡
【実験結果 ･ 考察】
1- 1 Cin n a rizin eおよび flu n a ri2in eの 代謝経路
W ista r系雄 ラ ッ トの 肝ミ ク ロ ゾ ー ム と Cin n arizin eを N AI)P H生成系存在
下､ 37℃で 20分まで反応 させ生成する代謝物 の量を経時的に測定した (Fig.
7)｡ Cin n a rizin eの ピベ ラジ ン環 の脱 アル キル化体 で ある 1-(diphe nylmethyl)-
piper a 2;in e(C- 1)とbe n z ophe n o n e(C -3)､ シ ンナ ミル基 の ベ ンゼ ン環4位 の 水
酸化体(C-2) およびジフ ェ ニ ルメチル基4位 の水酸化体(C-4) の 生成は ､ 約10
分まで反応時間に比例して増加した ｡ 一 方､ be n zhydr ol(C-5) の 生成 量は ､ 下
に凸な曲線とな っ た ことより ､ C-5 は 2次代謝物で ある可能性が考えられた ｡
同様に flu n arizin e につ い て は (Fig. 8)､ ピづラ ジン環 の脱アルキル化体で
あ る 1-Pis(4-flu o r ophe nyl)m ethyl]pipe r a zin e (Fl l)と 4,4
'
- diflu o r obe n z o-
pheno n e(F-3) お よびシ ン ナミル基 の ベ ン ゼ ン環 4位 の水酸化体 (F-2) の 生
成は､ 約 10 分まで反応時間に比例して増加した ｡Bis(4-flu o r ophe nyl)m ethan ol
(F-5) の 生成量は ､ 下に凸な曲線とな っ た ことより ､ F-5 は 2次代謝物で あ る
可能性が考えられた ｡
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Cin n a rizin eの 代謝における C- 5 の生成に つ い て は ､ ウサギ in viv o におい
て be n z o
.phe n o n e(C- 3) が be n zhydr ol(C - 5) に還元され る 【38】こ とより , ラ
ッ トの 肝ミク ロ ゾ ー ム にお い て も C-3が還元的代謝を受けて C- 5が生成したと
考えられた. F-5 に関 して は ､ Table 5 に示 したよう に､ F- 3 を基質 (10pM)
として ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム と 反応させ る と F-5 が 生成し ､ こ の 反応 は
N A D P H依存的で あ っ た. ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム における ケトン基を有する薬
物の アル コ ー ル体 ヘ の 還元的代謝につ い て は ､ bro m a z epa m の 代謝物で ある
2-(2- a min o- 5-br o m obe n z oyl)p yri din eの還元 的代謝の 例 【39] などが報告され
て い る ｡ こ の ケ トン基の 還元的代謝にはカルポニ ル還元酵素が関与して い る と
考え られて い る 【4 0] ことより ､ C･ 5 および F-5 の 生成反応にもカルポニ ル還
元酵素が関与して い る と推定された｡ 以上 の こ とより ､ ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム
における cin n a rizin eおよびflun arizin eの 代謝麗路をFig. 9 の よう に推定したo
1-2 速度論的パ ラメ ー タ の算出
wista r 系雌雄 ラ ッ ト の 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム にお け る cin n arizin e お よ び
flu n a rizin eの 一 次代謝物生成反応 の速度論的パ ラメ ー タを求めたo cin n a rizin e
および flun arizin eの 基質濃度として は ､ 0.5･ 320 pM を用 い た. Cin n arizin e
に関して は､ 雌雄ともに水酸化(C-2, C14)の Ⅹm 値は ､ 脱アルキル化(C-1, C-3)
の Ⅹm 値 に比 べ 小さか っ た(Table 6)｡ 雄 の C -1､ C-3 お よび C-4 の Vm a x値
は ､ 雌 の 値 に比 べ 大きく , 特 に C -3 のV m a x値には ､ 13.5 倍の 性差が認めら
れた o 一 方､ C-2 の V m a x備 には性差はなか った｡ F hn arizin e につ い て は､
､
雌雄ともに水酸化(F:2)の 瓦m 値は ､ 脱アルキル化(F-1, F13)の Em 値 に比 べ 小
さか っ た (Table 7). 雄の F-1 お よび F-3 のV m a x値は ､ 雌の値 に比 べ 約 3.5
お よび 5倍大きか っ たが ､ F-2 のVm a 五億には性差は認められなか っ た ｡
c in n a rizine お よび fluria ri2ine の 各代謝物の速度論的パ ラメ ー タより , 代謝
全体た対する各代謝反応の寄与を推定し得 るパ ラメ ー タ として 固有クリアラ ン
ス(C Lint, Vm a x/ Km)を算出した(Table 8). 雌ラッ トにおい て ､ cin n arizin e､
flun arizin eともに水酸化(C-2, C-4, F-2)の C Lin七億 は､ 脱アルキル化(C-1, C -
3
,
F-1
,
F- 3)の 値より も大きく ､ 雌ラ ッ トで は水酸化反応が主要な代謝経路で あ
る と推定された. 一 方, 雄ラ ッ トにお い て は ､ 雌ラ ッ トに比 べ 脱アル キル化の
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Table 5 Redu ctiv e
.
a ctivitie s of F-3 inliv e rmic r o s o m e sfr o m
m ale W ista rr ats
Cofa ctor Activity bm ol/min/mg)
No n e 4 5 土
N AI)P H 156 土 1 4 ☆ ☆
N A D P H-ge n e r atingsyste m 709 土 154
* *
Activit e s w a r e a s s ayed at F-3 c o n c e ntr atio n of l o一l M .
Each vahler epres e ntsthe m ea n土 S.E. ofthr e edete r min atio n s.
* * Signiac antlydifferentfro m
”No n e” 由 < 0.0 1).
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Table 8 Intrin sic clear a n c efo rthe metabolite s ofcin n a rizine a nd
且u n arizin einliv e r mic T O S O 皿 e Sfr o mW ista r
'
r ats
V m a x/Ⅹ m (mu min/g)
Metabolite Male Fe male
C- 1 3.1 9 土 0.5 4
C- 2 12.12 士 1.2 2
C- 3 68.6 7 土 1
.8 3
C-4 1 1. 5 7 土 0.3 3
Totals u m 9 5.6
F- 1
F･ 2
F- 3
Totals u.孤
5.87 土 0. 54
8.09 土 0.5 8
3.66 土 0.2 2
1.4 7 土 0.04
2 5.6 7 土 1.l l
2.9 0 土 0.2 2
21.4 8 土 1. 0 3
51.5
0.6 3 土 0. 17
l l.4 9 土 1.21
0.7 8 土 0.07
17.6 1 2.9
Eachv alu e r epr e s e ntsthe m e a n土 S.E. ofthr e etofourdete rmin atio ns.
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C Lin七 億が大きく ､ 脱 ア ル キル化反応 の 寄与が大きい と考 え られた ｡ 特 に
cin n arizin e0)ピベ ラ ジン環 1位の脱アルキル化(C-3)の C Lin七億が最も大きく ､
flu n arizin eの対応する代謝物で ある F-3 生成反応の値の約 19倍であっ た ｡ さ
らに､ flun arizin eの 全代謝物の C Lint値の 総和は ､ cin n arizin eと比べ 雄ラ ッ
トで約 1/5､ 雌ラ ッ トで約 1/4 で あ っ た こ とより ､ flu n arizine は cin n arizin e
に比べ 代謝を受けにく い と考えられた ｡
1- 3 阻害剤の効果
w ista r 系雄 ラ ッ ト の 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お け る cin n arizin e お よ び
flu n a rizin eの 代謝活性に及ぼす各種阻害剤の 添加効果をTable 9お よび Table
lO に示 したo Cin n arizine および flun arizin e の 1 次代謝反応は ､ い ずれも
N AD P H非存在下で は全く進行せず､ 一 酸化炭素および S K F5 25-A により有意
に抑制された こ とより , 本反応 には P4 5 0が 関与 して い ると考えられた. さ ら
に ､ W ista r系雌ラ ッ トで主代謝反応で あ っ た cin n a rizin eおよび flⅧn arizin e
の
'
シ ンナミ ル基の芳香環 4位の 水酸化活性(C-2,､F- 2)が , C Y P2D サブフ ァ ミ
リ - の 基質で ある spa rtein eお よび m etopr olol【4 1, 42]の 添加 により低下した
ことより ､ C-2 お よび F-2 の生成反応 には C Y P2D サブフ ァ ミ リ ー が関与 して
い ると推定された ｡ また ､ m etopr olol による C- 2 お よび F-2 の生成反応 の 阻害
様式は, い ずれ も競合阻害で あ っ た (Fig. 1 0お よび Fig. ll)｡
1- 4 Da rk Ago uti系ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム で の 代謝
Da rk Ago uti(D A)系ラ ッ トは ､ debris oquin e4 位水酸化活性が低く､ C Y P2D
サブフ ァ ミ リ ー に属す る P450分子種の機能が遺伝的に低い こ とが知られ て
い る 【35- 37]｡
前項の 阻害剤を用 い た実験により ､. C
-2 お よび F-2 の生成反応 に は C Y P2Ⅰ)
サブフ ァ ミリ - が関与して い る ことが示唆された ｡ そ こで ､ D A系雌ラッ トの
肝ミク ロ ゾ ー ム に よる cinn arizin e お よび flun arizin e の 代謝活性を調 べ た
(Table l l)｡ C in n arizin eお よび flun a rizin eの基質濃度は､ W ista r系ラ ッ ト
で の検討により ､ シ ン ナミル基の芳香環 4位 の水酸化活性(C-2, F-2) が最大反
応速度 OTm a x) に到達して い る と推定され る 16LIM とした. D A系雌ラ ッ トの
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Table ll Oxidativ e a ctivitie sofcin n arizin e a nd flu n a rizin ein
r atliv e r mic r o s o m e s
Activity(pm ol/mュn/mg)
Metabolite fem ale W ista r fe m ale DA
C-1 1 1.0 土 0.9
C12
C-3
C-4
F-1
F･2
5 3. 3 土 2.7
2 6.8 土 2.1
2 4.9 土 1.6
12. 5 土 4.9
36. 0 士 1.2
F-3 5.8 土 2
.5
23. 7 土 3.0 ☆ ☆
14.0 土 0.7 ☆ ☆
4 6.6 土 4.0 ☆ ☆
2.0 土 0. 1 ☆ ☆
54.9 土 5.0
4.0 土 0.2
☆ ☆
☆ ☆
29.5 土 3.2 ☆☆
Activitie s w e r e a s s ayed at cin n arizin e o rflu n a rizin e
c o n c e ntr atio n of16IIM . Ea ch v alu e r epr e s e nts the m e a n土
S･E･ of fo u rdetermin atio n s. ** Signific a ntly differ e nt fr o m
c o r r e spo ndinga ctivit e s of fe m ale W ista r r ats b < 0.01).
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C- 2 お よび F- 2 の 生成活性 は ､ Wista r系雌 ラ ッ トに比 べ ､ い ずれも有意に低か
っ た. こ の こ
.
とより ､ C-2 お よび F- 2 の生成に は C Y P2I)サ ブフ ァ ミ リ ー の 関
与 が推定された ｡ 一 方 , 脱アルキル化活性(Cll, C -3, F-1,F- 3) は ､ D A系雌ラ
ッ トが W ista r系雌ラ ッ トに比 べ いずれ も有意に高か っ た . さらに ､ cin n arizin e
の ジフ ェ ニ ルメチル基の芳香環 4位の水酸化活性 (C-4) も ､ D A系雌ラ ッ トで
有意 に低 い 値 を示 したが ､ W ista r 系 ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム の 本 活性が
spa rtei!1 eある い は m e七opr olol により低下しなか っ た こ とより , C-4 の生成に
は C Y P2D 以外のサブフ ァ ミリ ー の 関与が考えられた ｡
3 9
第2節 ヒト肝 ミク ロ ゾ ー ム に よる代謝
前節の結果より ､ cin n arizin eお よび flun arizin eの W ista r系雌ラ ッ ト肝 ミ
ク ロ ゾ ー ムで の 代謝は低基質濃度領域 (32pM 以 下) で は ､ シ ン ナミル基 の芳
香環 4位の 水酸化活性(C-2, F-2) が主 反応で あり ､ こ の代謝反応 に は CY P2D
サブフ ァ ミ リ ー が関与して い る と推定された ｡
本節で は ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ムを用 い ､ cin n arizin eお よび flu narizin e の 代謝
活性を測定し､ C Y P2D 6含量および deb ris oq山n e
･
4位水酸化活性との相関を
調 べ た o さ らに, C Y P 2I)サブフ ァ ミリ ー の 選択的阻害剤で あ る quinidin e【43】
に よる阻害効果も検討した｡
【実験結果】
2- 1 Cin n a rizin eお よび flu n a rizin eの 代謝活性 と deb ris oquin e4位水酸化活
性ならびに C Y P2D6 含量と の 相関
ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ム として は ､ 剖検サ ンプルより調製し､ そ の P4 50 含量 が
0･ 2 1-0･5 1n moumgofpr otein の範囲 で あ っ た 1 0例 を用 い た ｡ ヒ ト肝 ミク ロ ゾ
ー ム で の cin narizin eお よび flun arizin eの 代謝活性と ､ deb ris oquin e の 4 位
水酸化活性ならびに C Y P2D6 含量 との 相関を Table 1 2と Fig. 12に示 した ｡
代謝活性は ､ cin n arizine で は C-2 生成活性が最も高く ､ 次い で C･ 1, C-3, C -4
の順 で あ っ た｡ Flu narizin eで は ､ F- 1
,
F-2まは び F- 3 の順で 生成活性が高か
つ た ｡ Cin n arizin eお よび flun arizin eの シ ンナ ミ ル基 の芳香環 4位 の 水酸化活
悼 (C-2, F-2) は ､ deb ris oquin eの 4位水酸化活性ならびに C Y P2I)6含量 と高
い相関を示した (いずれも r≧0.9 0
, p<0.001)｡ 一 方 ､ シ ンナ ミル基の芳香環
4位水酸化以外の cin n a rizin eお よびflu narizin eの 代謝活性とdebris oqtlin e4
位水酸化活性または C Y P 2D 6含量と の相関性は低か っ た ｡
4 0
Table 12 0Ⅹidativ e a ctivite s ofcin n a rizin e a nd. flun a rizin ein hu m a nliv e r
m l C r O S Om e S
Metabolite Activity
a) co r r elativ e c o efrlCie nt
b)
bm ol/凪in/mg) (r-1) (r-2)
C-1 3 5.4 土 17.5
C-2 52.6 土 19.5
C- 3 19.3 土 8.6
C-4 7.4 土 2.7
F1 1 37.4 士 1 5.9
F-2 2 3.9 士 8.4
0.617
0.94 9☆☆☆
0.736 ☆
0.6 02
0.686 ☆
0.895 ☆☆ ☆
0.4 09
0.9 19☆ ☆☆
0.5 8 3
0.6 8 3☆ ･
0.4 60
0.9 28 ☆ ☆☆
F-3 18.0 土 10. 3 0.589 0.3 18
a)Ea cⅠ1 V alue r epr e s e ntsthe m e a n辛S.E.(n =10).
b) r-1 a nd r-2 a r e c o r r elativ e c o effic e nts wi thdebrisoquin e4-hydr o xyla s e
a ctivity a nd C Y P2 D6c o nte nt,Lr e spe ctiv ely(* p < 0.0 5, * * *p < 0.001)_
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a ctivity at the cin n a myl m oiety of cin narizin e a nd flu n a rizin e with the
debris oquin e 4-hydr o xylase (4- O H I)Ba ctivity in hu m a nliv e rmic r o s o H]
Me a n a ctivitie s ofthe r l ng- hydr o xylatio n 丘)r m l ng C･2 a nd F- 2, a nd of
D B 4-hydr o xylatio n w e r.e 52.6 土 19.5, 2 3.9 土 8.4 a nd 15.8 士 4.0
p 皿 0〟min/mg ofpr otein , r e spe ctiv ely. A) repr e s e nts the c or r elatio n of
C Y P 2 D6 c o nte nt a nd D B 4-hydr o xylatio n(Y=0.1 93Ⅹ＋1.559, r=0.8 46). B)
repr ese nts the c o r r elatio n of C- 2 for m atio n a nd I)B41hydr o xylatio n
q =4･2 9 Ⅹ1 1 1. ll, r=0.94 9). C)repr e s e nts the c o r r elatio n of F-2 for m atio n
a nd D B4-hydr o xylatio nq =1.7 4Ⅹ-2.01, r=0.895).
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2-2 Quinidin eに よる 阻害効果
Cin n arizin e お よび flu n arizin e の シ ンナミ ル基芳香環 4 位 の水酸化反応
(c-2, F-2) における C Y P2I)サ ブフ ァ ミリ ー の 関与をさらに明らかにする ため
に ､ C YP2D サブフ ァ ミ リ ー の 選択的阻害剤で ある quinidin e【43】 の 添加効果
を調 べ た(Fig. 13). C-2 お よび F-2 の 生成活性は , quinidin eの 添加 (5uM) に
より有意に低下した o 一 方 ､ その 他の 代謝物生成反応は､ い ずれ も quinidin e
の影響を受けなか っ た ｡
【考察】
C-2 およびF-2 の生 成活性が C Y P2D 6含量 およびdebris oquin e 4位水酸化
活性と高い相関を示した こ と､ な らびに両代謝活性が quinidin eにより大きく
低下 した こ と よ り ､ ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ - ム に お け る cin narizin e お よ び
flun arizin e の シ ンナ ミル基の芳香環4位水酸化反応 には ､ C YP2D6 が関与 し
七い る と考えられた . C Y P2D6はhaloperi dol､pr opr a n oll､de xtr o m etho rpha n
な ど 4 0種余り の 薬物の 代謝に関与し ､ 遺伝多型を示す こ とが知られて い る
【20,44】. C Y P2】)6の 欠損者の割合は､ 欧米人 では約7 %と比較的高い が ･【45],
日本人で は 0.5 %以下で ある 【4 6, 4 7】. しか し ､ これ まで に cin n arizin eお よび
flun arizin e の 代謝に お ける C YP2D 6の 関与 につ い て の知見は な い ｡ また ,
cin n arizin eや flu n a rizin eに よる pa rkin s o nis m の 発現と C Y P2D 6の 遺伝多型
との 関係も明らか でな い ｡
ヒ ト肝ミ クロ ゾ - ム による cin narizin eお よび flu n arizin eの 代謝パタ ー ン は,
W ista r系雄 ラ ッ トよりも W ista r系雌 ラ ッ トに類似して い た ｡ Flun arizin eに
関して こ の知見は ,Lavrijse nら 【25】 が雌雄ラ ッ トお よびヒトの肝ミク ロ ゾ ー
ムまたは遊離肝細胞を用い た‾in vitro の検討より ､ ヒトの 代謝パ タ ー ンは雌ラ
ッ トに類似し､ そ の 主代謝物は hyqro xyflu n arizin eで ある とする報告と
一 致し
た ｡ こ の こ と よ り , 以 後 の 研究 で cin narizine お よび fltln arizin e に よ る
pa rkin s o血s m 発現 の 機構を検討して行くに当た っ て は ､ 雄ラ ッ トよりも雌 ラ
ッ トを使用する方が適当で ある と考えられた ｡
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第3節 ヒ トP450 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミク ロ ゾ - ム による代謝
近年､ ヒ トの P4 50 を異種細胞に発現させ ､ 薬物代謝に関する情報を得るた
めの技術が発達し､ 身近 なもの とな っ て きて い る . P4 50 を発現させ る異種細
胞として は､ 酵母や ヒ ト肝癌由来 HepG2 細胞など様々 な もの が利用されて い
る [48】. そ の 中で も ､ ヒ ト B リ ンパ芽球細胞系は P4 50 の 発現量が多く ､ かつ
導入形質(P4 50) が細胞の継代 によ っ て変化しな い安定発現系として 評価さ
れて い る 【49]｡
本研究で は ､ ヒ ト B リ ンパ 芽球細胞系に発現させ た ､ 1 0種類の ヒ ト P4 5 0
遺伝子発現系ミク ロ ゾ ー ム を用 い ､ cin n a rizin eおよび n un arizin eの 代謝活性
を測定し､ 両薬物の 代謝反応に関与する P4 50 分子種の 同定を試みた ｡
【実験結果 ･ 考察】
3- 1 Cin n arizin eお よび nu n a rizin eの 代謝活性
10種類の ヒ トP4 5 0遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミク ロ ゾ ー ム を用 い , 基質浪
度 50pM で cin n arizin e および flu n arizin e の 代 謝活性を測定した結果を
Table 13 に示 した ｡
10 種類の分子種 の うち C YP2D6 の みが , cinnarizin eおよび nu n arizine の
シ ンナミ ル基の芳香環 4位水酸化反応 (C･2, F-2) を触媒した . ヒ ト肝ミク ロ ゾ
- ム を用い た実験 により , C-2 まは び F-2 の生成活性が C YP2D6 含量および
deb ris oquin e 4 位 水酸化活性 と 高い 相 関を示 し ､ さ ら に 両 代謝活 性が
qui血din e に より大きく低下 した こ と よ り ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける
cin n arizin eお よび flun a rizin eの シ ンナミル基の芳香環4位水酸化反応には ､
cyp2D6 が関与して い る と考えられた ｡ ヒ トP4 50 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞
ミ ク ロ ゾ + ム を用 いた本実験により ､ C-2 および F-2 の生成反応における
C YP2D6 の関与が直接的に証明された ｡
Cin n arizin eのジフ ェ ニ ルメチル基の水酸化活性(C-4) は, C Y P2B 6の みで
認められた ｡ C Y P2B 6の 薬物代謝における役割は未だ明確ではないが ､ 抗窟剤
の cyclopbo spba mide の 代謝に関与し､ また pbe n oもa rbital により誘導される
分子種で ある可能性が考えられて い る 【50】｡
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Cinn arizine の 脱 ア ルキル化活性 (C-1 また は C-3) は､ C YP2C 9･およ び
C YPIA2 で検出さ れ flun arizine の 脱ア ルキル化活性(F-1 または F- 3) は ､
C YP2C9､ C Y PIAl お よび C Y P2A 6 で検 出された ｡ C Y PIAl が n un arizin e
の 脱アルキル化の み を触媒し､ 一 方､ 活性は低いも の の C Y PIA2 が cin n arizin e
の脱アルキル化の み を触媒した こ とは興味深 い ｡ 両分子種の 活性中心 へ の これ
らの薬物の結合に ジフ ェ ニ ルメ チル基の フ ッ 素が影響して い る の か もしれない ｡
Flun arizin e の脱シ ン ナミル化活性 (F-1)は ､ C Y PIAl にお い て比較的高い値
を示したが ､ 通常 ヒト肝にお ける C Y PIAl含量 は非常に低い 【51,52] ことか
ら ､ cin n arizin e お よ び flun arizin e の 脱 シ ンナ ミ ル化 (C-1, F- 1)に は ､
七olubutami de の 代謝に関与する [53】 C Y P2C9 が主 に関与して い る可能性が
考えられた ｡
C Y P2C 8､ C Y P2C19､ C Y P2El ある い は C Y P3A4 は､ いずれ の 活性も示さ
なか っ た ｡
3-2 速度論的パ ラメ ー タの 算出
C YP2D6 お よび C Y P2B 6を用 い て , cin n arizin eおよび 且 un arizin eの 水酸
化反応の速度論的パ ラメ ー タ (Em , V m a x)を求め ､ 固有クリ ア ラ ンス値(CLint,
V m a x/ Em) を算出した ･(Table 1 4). Cin n arizin eおよび flun a rizin eの 基質
濃度として は､ . 5-32 0LIM を用 い た ｡
C YP2D6 による cin n arizin eお よび flun arizin e の シ ンナミ ル基 の 水酸化反
応(C-2, F-2) の Em 値は2-4pM , C Lin七 億は0.14-0. 3 1ml/ min/n m ol であり ､
C Y P2B6 による C -4 生成反応 (Em :1 7.2pM , G lint:0.1 ml/ mi dn m ol) に比
べ 低い Em 値 と高い C Lin七億を示 したo Cin n a rizin eおよび flun arizin eの ヒ
トに お ける定常状態 の 血衆中濃度がそれぞれ 0.4-0.8 pM [5 4, 5 5] お よ び
0.05-0.4 pM [56, 5 7] で ある こ と より ､ C Y P2Ⅰ)6 は cin n arizin e お よ び
flun a rizin eの 代謝にお い て ､ 主要な働きを担 っ て い る と考えられた o
なお ､ 脱アルキル化反応の速度論的パ ラメ ー タ に つ い て は､ 高基質濃度域 に
お いて非酵素的な分解物の影響が相対的に大きく , 算出で きなか っ た｡
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Cin n a rizin eとflu n arizin eに よるpa rkin s omis m の 発現機構ならびに両薬物
による発現率の相違を検討する ための 第1段階として ､ W istar 系雌雄ラ ッ ト､
D A系雌 ラ ッ トおよびヒ トの肝ミ ク ロ ゾ ー ム と ヒト P4 50 遺伝子発現リ ンパ芽
球細胞ミク ロ ゾ - ム を用 い て , cin n arizin eと 且u n arizin eの 一 次代謝の速度論
的検討 と代謝反応に関与す る P450分子種につ い て検討 し､ 以下の 知見 を得た ｡
1) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム を用 い たin vitr o代謝実験 にお い て ､ cin n arizin eお
よび flun arizin eの 1 次代謝反応は､ い ずれも N A D P H非存在下で は全く進行
せず､ 一 酸化炭素および s K F5 2 5-A により抑制された こ とより ､ 本反応に は
P4 50 が関与して い る こ とが示唆された｡
2) ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける cin n arizine および flunarizin eの 低基質濃
度域で の 主代謝反応時, シ ンナミル基の芳香環 4位水酸化反応 (C-2, F- 2)であ
っ た ｡
3) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム にお ける cin n arizin eお よび flu n a rizin eの 脱アルキ
ル化反応(C-1, C-3, F-1, ･F-3) には ､ 顕著な性差が認められた｡
4) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム を用 い たin vitr o代謝実験より求めた固有クリ ア ラ
ンス値 (Vm a x/ E皿) より ､ flu n arizin e は cin n arizin eに比 べ 代謝を受けに ぐ
い もの と考え られた ｡
5) 阻害剤およびI)A系 ラ ッ トを用 いた実験より ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ - ムで の
c.2 および F_ 2 の生成には
■
cY P2I)サ ブフ ァミ リ - の 関与が示唆された ｡
6) ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ム で の cin n arizine および flu n a rizil e 代謝パ タ - ンは,
W ista r系雄ラ ッ トよりも W ista r系雌ラ ッ トに類似して い た｡
7)C-2 および F-2 の生成活性が C Y P2D6含量お よび deb ris oquin e 4位水酸
化活性と高い相関を示した こ と , な らび に両代謝活性が q止血din eに より大き
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く低下 した こ と よ り ､ ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に お ける cin n arizin e お よ び
flu n arizin e の シ ンナ ミ ル基の芳香環4位水酸化反応 に は ､ C Y P2D 6が関与 し
て い ると考えられた ｡
8)ヒ ト P450遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミ ク ロ ゾ - ムを用 い た代謝実験より ,
C- 2 お よび F-2 の生成に は C Y P2Ⅰ)6が関与し ､ C- 4 の 生成 に は C Y P2B6 が 関
与して い る こ とが示 された ｡
9)ヒ トP450 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い た代謝実験より ､
cin n arizin eお よびflun ari女ine の 脱アルキル化反応は ､ 複数 の 分子種 に より触
媒され る こ とが分か っ た ｡
以上述 べ た結果から､ ヒ トにお ける cin n arizin eお よびflu n a rizine の 代謝に
お い て は､ 特に低基質濃度領域で C Y P2D6 が触媒する シ ンナ ミル基 の 芳香環 4
位の 水酸化が主要な反応 で ある ことがわ か っ た ｡ また , そ の 代謝パ タ - ンは ､
W ista r系雄ラ ッ トより も雌ラ ッ トに類似して い た こ とより , cin n arizine およ
び flu n arizin eによる pa rkin s o nis m 発現の 機構を検討する に 当た っ て は ､雄ラ
ッ トより も雌ラ ッ トを使用する方が適当で ある と考えられた ｡
5 0
実験の部
1.
8週令の雌雄の W ista r系ラ ッ トお よび D A系雌ラ ッ トは日本SL C㈱より購
入した ｡
2 .
Cinn a rizin eお よび flun ari2in eとそれ らの代謝物 の 入手 につ い て は､ 第1章
の 実験の部に記 した ｡
I)ebris oquin ehe mis ulfate お よび 4-hydr o xydeb risoquin ehemis ulfate は日
本 ロ ッ シ ュ ㈱より供与された ｡
1 0種類 の ヒ ト P4 50 遺伝子発現リ ン パ芽球細胞 ミク ロ ゾ ー ム(C Y PIAl,
- 1A2, 12A6, -2B6, - 2C8, ･ 2C 9, - 2C19, - 2D 6, -2El, -3A4) お よび ベ ク タ ー の み
を含むコ ントロ ー ル ミク ロ ゾ ー ム は､ Ge nte st社より購入した ｡
Glu c o s e-6-pho sphate(G-6- P), glu c o s e-6-pho sphate dehydr oge n a s e(G･6･
P D H) および N A D P'はオリ エ ンタル酵母㈱より購入した｡
S K F52 5-A は Res e a r ch Bio che mic als hc. ､ m etopr ololta rtr ate お よび
quinidin e hydr o chlori de は Sigm a 社 ､ spa rtein e sulfate お よ び 1 1-
ketopr oge ste r o n eは和光純薬工業㈱よりそれぞれ購入した ｡
そ の 他の 試薬は ､ 市販 の 高速液体タ ロ マ トグラフ 用または特級試薬を使用し
た｡
3 .
第1章の 実験 の 部に記 した｡
生 + _ 旺ミ乞旦ゴニ ム旦鼠製
ラ ッ
■
ト肝ミク ロ ゾ ー ム の調製に つ い て は , 第 1章の 実験の部に記した ｡
ヒ トの 肝ミク ロ ゾ ー ム は , 10 人の 日本人男性 (2- 72 歳､ 平均45.4 歳) の 剖
検サ ンプルから調製した [58】｡
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良 + 迦 定
Om u r aと Sato の方法[33] に従い ､ 還元型 一 酸化炭素結合差ス ペ ク トルか
ら求めた ｡
血 旦旦ニ& 旦氏敦
W ista r系雄ラ ッ トの 肝ミク ロ ゾ ー ム を使用 し､ 次 の 3 種の 反応混液を調製
した ｡ 1)ミ ク ロゾ ー ムタ ンパ ク 1 m g を含む 1 ml の 1 0 m M リ ン酸緩衝液
bH7.4) 2)1)に 5m M の NAI)P Hを含む反応痕液 3)1)に 10m M G-6-P､ 2
也 ts G-6-P D H, 4 皿 M MgC12 お よび o.5m M N A D P' を含む反応混液｡ 反応
混液を 3 7℃ に て 5分間プレイ ンキュ ベ - ト後 ､ F- 3 のメ タノ ー ル溶液 10 pl
を添加し (最終濃度10ドM) 反応を開始させた o イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンは 3 7℃
にて 5分間行い ､ 1M 炭酸緩衝液 bHIO) 0.5 ml を加 え反応を停止した o 生成
した F- 5 を第 1章に記 した方法で定量し､ 代謝活性を測定した .
ミヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム で の cinn a rizin e ぐflu n a rizin e代言7. ラ ､二
の亨
0.5-3 20 pM の cin n arizin eある い は flun arizine､ 10 m M G-6-P､ 2 血 ts
G- 6-P D H､4 m M MgC12 お よび 1 m g の ミ ク ロ ゾ ー ム タ ンパ ク を含む 1 mi の
10 0m M リ ン酸緩衝液 pH7.4 の反応混液を調製した ｡ 37 ℃ にて 5分間プレイ
ンキ ュ ベ - ト後, N A D P＋ を添加 し (最終濃度0.5 m M) 反応を開始させた .
イ ンキ ュ べ - シ ョ ンは 37 ℃ に て 5分間行い ､ 1M 炭酸緩衝液 bHIO)0. 5mi
を加 え反応を停止した ｡ 生成した代謝物を第 1章 に記した方法 で定量 し ､ 代謝
活性を測定した ｡
8. 萱巨
阻害剤は ､ 最終濃度が S E F 52-A および spa rtein e で は 50 または 200pM ､
m etopr ololで 50､ 100 または 200トLM ､ q11inidine で は 5pM とな る ように ミ
ク ロ ゾ - ム を含む反応混液に添加した o
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迦 風塵
50pM の cin n arizin eまたは flu n a rizin e､ 5Lt m OI G-6-P, 1 unitG-6-P D H､
2 50pm oI N A D P
' お よび2 pm oI MgC12 を含む 0.45 ml の 100m M リ ン酸
緩衝液 pH7.4 (CY p2A 6と C Y P2C9 の場合は 100m M T ri告- H Cl緩衝液を使
用) の混液を調製した ｡ 混液を37 ℃ にて 3 分間の プレイ ンキュ ベ - 卜した後 ､
1
o･o5 mlの ヒトP450遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミ ク ロ ゾ ー ム (0,5 mg pro
.
tein,
4-
■
1 07 pm oI P4 50) を添加して 反応を開始させた o イ ン キ エ ペ - シ ョ ンは
37℃ にて 5分間行い ､ 1M 炭酸緩衝液 bHIO)0.25mlを加 え反応を停止した o
次い で ､ 内部標準と して cin n arizin e の 場合は 20LIM 4-hydr o xyflun a rizin e
(F-2)メ タ ノ ー ル 溶 液 1 0L1 ､ n un arizin e の 場 合 は 100pdml l -
ketoproge s七e r o n eメタノ ー ル溶液 10L1 を加,えた . n - ヘ キサ ン :アセ トン(9:
1
,
v/v) 3 ml を加 えボルテ ッ クス ミ キサ - で 1 分間混合した後､ 16 0 0× gで 1 0
分間遠心分離し､ 有機層を分取 した. ロ ー タリ ー エ バボ レ ー タ - で有機層 を減
圧留去後､ 残壇 を 1 0 0plの移動相 に溶解し､ H PL Cに付した . H P L Cの 条件は
ラ ッ トおよび ヒト肝ミク ロ ゾ ー ム の 場合 と同様で ある ｡
主虹 + 也 1
50pM の deb ris oqu l nb､ 1 0m M G- 6- P､ 1 u血t G-6-P D H､ 1 0m M MgC12
お よび o.5 mgの ミク ロ ゾ ー ムタ ン/1
o
ク を含む 0.5 ml の 1 54m M リ ン酸緩衝
液 pH 7.4 を 反応 混液とした ｡ 37 ℃ に て 5 分間プレイ ン キ ュ ベ - ト後 ､
N A D P Hを添加 し(最終濃度0.5 m M) 反応を開始させた ｡ イ ンキ エ ペ - シ ョ
ンは 3 7℃ にて 5分間行い ､ 1 2N 水酸化ナトリウム 0.5ml を加え反応を停止
した ｡ 生成物を酢酸エ チ ルに て抽出後､ 内部標準物質として glycin exylidide
を添加 し ､ 0.01 N 硫酸に串っ て水相 へ 逆抽出した . 酢酸エ チルを除去した の
ち , 0.01 N 水酸化ナトリウム で中和し ､ 蒸発乾国後､ 蒸留水に溶かし H PI+C
に付した ｡ H P L Cによる定量は1 カ ラム に he rtsil OI)Sを用 い ､ カラム温度
40℃で行 っ た ｡ 移動相にアセ トニ トリル : 0.1M リ ン酸緩衝液 pH3.0(15:85,
v/v)を用い ､ 流速は 1.O ml/ min とした . U Vによる検出は 2 10n m で行 っ た .
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C Y P2D 6含量は ､ 抗ラ ッ ト P450 U T-H (C YP2Dl)抗体を用い たイ ムノブロ
ッ トにより測定した 【60]o ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム中の 5pm ol の P45 0 の染色
強度を1 Ⅵnit とした ｡
堤 + _ 基盤藍星山三真底迫よる適度畠 地 象出
代謝の速度論的パ ラメ - 夕 (正 m ,V m a x) は ､ 山 岡ら 【6 1] の 非線形最小 二 乗
法プロ グラム " M ul ti" を用い た
.
, Simplex 法で 求めた.
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第3章 Cin n arizine および nu n a rizine の行動薬理学的作用の 比
較 ･
Pa rkin s o nis m の 症状は ､ 錐体外路系の 障害 ( ド- バミ ン活性の低下) に基
づく運動 量および運動協調 性 の 低下 を特徴とす る 【9]o 臨床 に お い て ､
n um arizin eの 投与量は cin n a rizin eの 1/10 か ら 1/20 (モル換算) にもかかわ
らず､ n un a rizin e服用患者にお ける pa rkin s o nis m の 発現頻度は､ cin nよrizin?
服用患者におけ るよりも高い ｡
実験動物における両薬物の 運動障害作用を比較した研究として は , 宮崎 ら
[6 2] が マ ウス , ラ ッ トおよびイ ヌ を用い た高投与量 (数百 - 数千 mgJkg) で
の 毒性試験の なかで ､ - 般症状として 自発運動の 減少が見られ ､ そ の 作用 は
flu n a rizin eの 方が強い こ とを報告して い る . 両薬物の運 動量お よび運動協調性
に及ぼす作用を直接比較した研究 とし て は ､ 山田ら【63】 が ､ マ ウス を用 い ､
回転篭法､ アニ メ ッ ク ス法､ 回転棒法､ 懸垂結および斜面法に より ､ flu n arizin e
甲方が運動量お よび運動協調性の低下作用が強い こ とを示して い る o マ ウス に
おける cin n arizin eお よび flu n a rizin eの 体内動態に 関する知見はなく ､ 両薬物
の 運動量 と運動協調性に及ぼす作用 の善が ､ 体内動態的要因による もの か ､ 薬
理学的活性の違い に よる もの か は推定で きない ｡
本章で は ､ ヒ トと代謝甲^
o
タ ー ンが類似して い た W ista r系雌ラ ッ トを用 い ､
cin n arizin eまたは flun arizin e連続投与時 の 両薬物の錐体外路系 の運動調節機
構に及ぼす作用を比較したo
さらに, cin n arizin eおよび flu n a rizin eは , フ ェ ニ ル アルキルア ミ ン構造を
有し ､ 抗精神病薬と構造上 の類似性が高い こ とより､ 抗精神病薬と同様に線条
体の ド - バ ミ ン レセプタ ー を遮断して pa rkins onis m を惹起する可能性が考え
られ る o そ こ で ､ ド ー バ ミ
.
ン レセ プタ ー の 選 択的 なア ゴ ニ ス トで あ る
apo m o rphin e[64] を用 い ､ ド - ^
o
ミ ン レセプタ ー に対する cin n a ri21ine および
flu n arizin eの遮断効果をin viv oで 比較した ｡
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第1節 Cin n arizin eまたは flu n a rizin e連続投与時の行動薬理学的作用
ヒ トと代謝 の パ タ ー ン が 類似 し て い た W ista r 系雌 ラ ッ ト を 用 い ､
cin n arizin eまたは 凸I m arizin e連続投与時の 両薬物の 運動量と運動協調性に及
ぼす作用を比較した ｡ 薬理作用 として は ､ カタ レプシ ー 惹起作用 ､ 運動協調性
に対する作用および行動活性をそれぞれ bigb ba rte st 法 ､ 回転棒法 (r ota r od
揺) およびオ - プンフ ィ ー ル ド法で測定した ｡
カタ レプシ ー とは､ 動物が持続的に異常な姿勢を 一 定時間 とり続ける こ とを
指し､ これを測定する には､ 水平 に渡した棒に マ ウス や ラ ッ トの前肢をかけさ
せ るな どして ､ こ の ような無塵な姿勢を 3 0秒以上保持する場合をカタ レプシ
- 陽性と判断する (highba rte st 法) 【65】. なお ､ 抗精神病薬 の カ タ レプシ ー
惹起作用はpa rkin s o nis血 誘発効果 と相関関係を示す ことが知 られ て い る [66,
67]｡
回転棒法は, pa止in s o血s m な ど錐体外路作用や筋弛緩作用などの評価に用
い られる 【68,6 9】｡ 水平 に支えられた回転棒上に動物を回転と逆向きに置くと ､
正 常動物は 一 定時間回転にあわ せ て歩行す る こ とがで き るが ､ 運動協調性の 障
害があれば容易に落下するようになる ｡
オ ー プンフ ィ ー ル ド法は ､ マ ウスや ラ ッ トの 探索行動やそ の他の 常勤行動 の
変化を観察する方法で ある 【65】｡ 装置は ､ 直径 60c m の 底面 を 19区画 に 区切
つ たバ ケツ状の も の で あり ､ 一 定時間内に区画を横切 っ た数 (ambulatio n) と
立 ち上が り動作(Tea;ing) を運動 量と して評価する o
【実験結果 ･ 考察】
W ista r系雌ラ ッ トに cin n a rizin e(20 - 4 0 pm olnig) また は nu n a rizin e(5
- 40pm ol&g) を 1 日1回 15日間連続経口投与した o 薬物 を 1, 5, 10 および
15 回 目投与 24時間後にカタレプシ ー 惹起作用 (Table 15) お よび運動協調性
に対する作用 (Table 16)を測定した. Flu na rizin eにつ い て は , 10pm olag 以
上 の 投与量で カタ レプシ - の 惹起お よび運動協調性の低下が認められ たが ､
cin n arizin eで は ､ 400けm Ol/kg投与群にお いて 10 日以降に 6 匹中1 匹に こ れ
らの 効果が認められたの みで あ っ た｡ 1 0日目 の結果より算出したカタ レプシ ー
の 惹起お よび運動協調性抑制作用における E D5｡は, 且u n a rizin eで 23.5 お よび
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Table 1 5 Cataleptoge nic effe cts of cin n a rizin e a nd nu n arizin ein
fem ale W ista r r ats
Tre atm e nt Do s e ln cide n c e ofc atalepsy
(pm oukg) 1day 5day l Oday 15 day
Vebicle
Cihn a rizin e
Flu n a rizin e
0/6 0/6 0/6 0 /6
20 0 /6 0/ 6 0/6 0/6
100 0 /6
2 0 0 0/6
400 0/6
5 0/6
10 0 / 6
20 0/6
40 1/6
0/6 0/6 0/6
0 / 6 0/6 0/6
0 /6 1/6 1/6
0 / 6 0/6 0 /6
2/6 1/6 2/ 6
2 /6 3ノ6 2/6
3 /6 4/6 2/ 6
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2 5.0LLm OIJkgで あっ たが ､ cin n arizin eで は 4 0 0けm Ol/kg以上 で あ っ た(Table
17) 0
さ らに､ 薬物を 1 5回目投与 2 4時間後に オ - プン フ ィ - ル ド法 に より行動活
性を観察した (Table 18)o Flun a rizin eは 1 0pm ol収g以上 の 投与量 で運動量
(a mb ulatio n) を有意に抑制したが ､ cin narizin e で は ､ いずれの 用量 にお い
て も抑制効果は認められなか っ た ｡
1
以上の 結果より ､ nu n a rizin eは cin narizin eに比 べ W ista r系雌ラ ッ トにお
けるカタレプシ ー 惹起作用 , 運動協調性抑制作用および行動活性抑制作用が強
く ､ ヒ トにお い て parkin s o nis m を引 き起 こす可能性が高い こ とが示された｡
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Table 17 E I)50v alu efo r cin n arizin e a nd flu n arizin e o n
c atalepsy andr ota r odpe rfo r m an c e
T∫e atⅢ1 e nt EI)5 0(pm ol/kg)
c atalepsy rota r od
Cin n a rizin e 400 < 400<
Flu n arizin e 2 3.5 25.0
6 0
Table 18 Efibcts of cin n a rizin e a nd nu n a rizin e o n a mbulatio n a nd
r e a ringof W ista rfe m ale r atsin ope n-fieldtest
T∫e atm e n七 Do s e a mb11atio n r e a ring
(LL m Ol 化g)
Vehicle
Cin n a ri∑in e
Flu n a rizin e
20
100
2 0 0
4 0 0
53.5 土 4.6
57.8 土 8.3
51.0 土 9.9
6 1.5 土 7.4
4 3.8 土 9.8
5 4 4.8 士 3.8
10 20.8 土 3.3 ★★
20 31.0 土 3.8 ☆ ★
40 3 6.7 土 5.7 ☆
10.0 土 1.5
ll.8 士 2.8
13.3 士 3.3
1 2.3 土 1.7
6.8 土 2.3
1 0.7 土 1.5
6.0 A: 1.5
6.8 士 1.6
6.8 士 1.3
Ea ch v alu e r epr e s e nts the m e a n土 S.E. (N=6). Significant diffe r e n c e
fr o m v ehicle group w a sdete rmin ed with Ma n n- W hitn ey U -te st( ☆ p <
0.05
,
* *
p <0.0 1･).
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第2節 Apom o rpbin eに より誘発され る 常 同行動 の抑制効果
抗精神病薬により , pa 血 n s onis m が惹起され る ことは古く か ら知られ て お
り ､ そ の発症機序は , 抗精神病薬が黒質線条体系 の ド - バ ミ ンレセプタ ー を遮
断する ためと考えられて い る 【10- 13]｡ Flu n arizin eおよび cin n arizin eは, ど
ベ ラ ジン環をも つ フ ェ ニ ルア ル キル ア ミ ン構造を有し ､ 抗精神病薬と構造上 の
類似性が高い こ とより ､ 両 薬物は抗精神病薬と同様 に ド ー パ ミ ン レセプタ ー を
遮断して ､ pa rkin s o nis m を引き起 こす可能性が考えられ る ｡
ド - バ ミ ン レセプタ ー の 選択的なアゴニ ス トで ある apo mo rphin e をラ ッ ト
に投与する と､ 探索行動の増加 ､ 床 をさか んに喚ぐ (snifBng)､ ケ - ジをな め
る ¢icking) な どの 常同行動が発現する ｡ こ の 常同行 動 は , 抗 ド - バ ミ ン作用
が -強 く ､ 副 作用 と し て
●
pa rkin s o nis m を 引 きお こ す こ と が知 られ て い る
haloperi dolや perphe n a zin e な どにより顕著に抑制され る [6 5]o 本節 で は ､
apo m o rphin eによる常勤行動 を通して ､ in viv o にお ける ド ー パ ミ ン レセプタ
ー に対する flu n a rizin eお よび cin n arizin eの 遮断効果を比較 した ｡
【実験結果】
2-1 Cin narizin eまた は flu n a rizin e単回投与時 の ap､o m o rphin e誘発常同行動
の抑制効果
W ista r系雌ラ ッ トに cin n arizin e(100, 50 0および 2 0 00pm oukg,p. o .)また
は flu n a rizin e(2 5, 50 お よび 10 0pm ol瓜g,p. o .) 投与2時間後にapo m o rphin e
(2m かkg,i.p.) を投与し ､ 常 同行動を観察し､ Co stallと Naylo rの方法 【70]
に従 っ て ス コ ア - 化した.
Apo m o rphine に よ り 誘発され る常同行動 に及 ぼす flu n arizin e お よ び
cin n arizin e投与の 効果を ､ それぞれ Fig. 14お よび Fig. 15 に示 した . 溶媒の
みを投与した対照群に 比 べ ､ cipn a rizin e100Ll m Ol戊g投与群で apo m o rphin e
投与後 30- 35分 ､ 5 0 LL m Ou kg投与群で 2 5- 30分, 200 ト皿 Oukg投与群で
30 - 40 分にそれぞれ有意な抑制が観察されたが ､ 明確な投与量依存性は認 め
られなか っ た (Fig, 14). 一 方 ､ 25, 5 0お よび 100Ll m Olnig の flun a rizin e投与
により ､ 常同行動は対照群 に比 べ ､ い ずれの 測定時間にお い て も用量依存的に
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☆ ☆
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☆ ☆
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0 1 0 2 0 30 40 50 6 0
Tim e afte r apo m o rphin einje ctio n(min)
Fig･ 14 Tim e c o u r s e ofthe s c o re ofste r e oty p yindu c ed by apo m orphin e
follo w i ng Cin n arizin e adm in istr atio n.
Apo morphin e a七 a do s e of2 mgnig W a sgi v e nintr aperito n e allyto r ats
2ho u r s afte r o r alad ministr atio n of O(㊨), 100(A), 50 0(岨)a nd 20 0 0(㊨)
L皿 01ag cin n a rizin e･ T he inte n sity of ste r e o七yp yw a s s c o r ed by the
m ethod of Co stalla nd Naylo r[70】. Ea ch v alu e r epr e s e ntsthe m e a n土
S･E･(N=5)･ T he statistic alsignificAn c e a s c o mpa r edto c o ntr ol(由)w a s
e stim ated by Ma n n- W hitn eyUJte st･
☆
p < o･o 5,
* *
p < 0･0 1･
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Fig. 15 Tim e c o u r s e ofthe s c o r e ofste reotypyindu c ed by apo m o rphin e
follo wing flu n arizin e administr atio n.
Apo m o rphin e at -a do s e of2 mgag w a sgl V e nintrape rito n e allyto r ats 2
ho u r s afte r oi: al admimistr atio n of 0 (◎), 25 (A), 50 (醍) a nd 100(㊨)
LL m Ol収g fltln a rizin e. T he inte n sity of ste r e o七yp yw a s s c ored by the
m ethod of Co stalla nd Naylo rt70]. Ea ch v alue r epre s e nts the m e a n土
S.E. (N=5). T he statistic al significa n c ea S C O mPa r edto c o ntr ol(@) w a s
e stim ated by Ma n n- Whitney U -test.
*
p < 0.0 5,
* *
p < 0.01.
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有意に抑制された (Fig. 15)0
2-2 Cin n arizin eまたは flu n a rizin e連続投与時の apom orphin e誘発常同行動
の抑制効果
W ista r系雌ラ ッ トに cin n a rizin eまた は 丑u n a rizin e20pm olnig を1日1 回
`
1
,
5
,
10 ま た は 1 5 日 間連続経 口 投与 し, 各最終投与 の 24 時間後も羊
apo m o rphin e(2mg他g,i.p.) を投与して常同行動を観察した . 常同行動の ス コ
ア - の最大値は ､ flun arizin e 投与で は寝時的に小さくな っ たが ､ cin n arizin e
投与で は影響がなか っ た (Fig. 16) .
【考察】
Flu n arizin e の ド ー パ ミ ン レセプタ ー に対す る作用に関し て は ､ マ ウス の
apo m o rphin e誘発 ケ
ー ジ ･ クライ ミ ング､ m etha mphetamin e投与 による運動
冗進､ 片側線条体被壊 マ ウス の apo m o rphin eまたは m etha mpheta min e誘発
旋回運動をいずれも抑制す る こ とが報告され て い る 【7 1]｡ また ､ ラジオ レセ プ
タ ー ア ッ セイ に より ､ flu n arizin eはラ ッ ト線条体ド ー パ ミ ンレセプタ ー に結合
す る こ と が確か め られ て い 'る 【1 4, 15】. 一 方 ､ cin n arizin e に 関 して は ､
cin n arizin e の 連続投与 で ラ ッ ト線条体 の ド ー パ ミ ン レセプタ ー 量が増加 し た
とする報告 【7 2】 があ る 一 方で , cin n a rizin eはマ ウス の a mpheta min e投与に
よる運動冗進を抑制せず【7 3], cin n arizin e の ド - ^
o
ミ ン レセプタ ー ヘ の 関与
につ いて は ､ い まだ明 らかで はな い ｡ 本節で は､ ド - バ ミ ン レセプタ - の 選択
的なアゴ ニ ス トで ある apo m orphin e【6 4】 を用 い ､ ラ ッ トin vi
-
vo にお い て ､
ド - ^
o
ミ ン レセプタ ー に対する cin n a rizin eお よび flu n a rizine の 遮断効果を比
較した ｡
Flu n arizin eの 単回投与 2 時間後にお い て ､ apo 皿 O rPhin eにより誘発される
常同行動に対する flu n a rizin eの 抑制効果は強く ､ しかも用量依存的であ っ た ｡
一 方, cin narizin eの 抑制効果は ､ flun ari2;in e に比 べ 著しく弱く ､ cin n arizin e
2000 pm ol&g 投与時 にお ける抑制効果は ､ そ の 1/80の 用量に相当する
flun arizin e25l皿 Ol瓜g投与時よりも弱か っ た ｡ こ の ことより ､ flu n arizine の
pa rkin s o nis m 惹起作用は ､ cin n a rizin eに比 べ て 強い こ とが示唆された ｡
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I)ayofcin n a rizin e o rflu n ari2:in e administr atio n
Fig. 16 Tim e c o u r s e of m a xim u m s c o re ofapo m o rphin einduc ed
ste r e o七y p yafte r r epe ated o r al administratio n of cinn a rizin e o r
flu n arizin e.
Rats w e r einje cted o n c ea day with cin n a ri2in e o rflu n arizin e
(2 0pm o地 g)I Apo m o rphine(2mg収g)w a sgiv e nintr ape rito n e ally
to r ats 24 hour s afte r o r al administr atio n ofcin n a rizin e(㊨)o r
且una rizin e(A). Ea ch v alu e r epr e s e ntsthe m e a n土 S.E. (N =5).
T he statistic alsignific a n c e a s c o mpa r ed to c o ritr ol(0 day) w a s
e stim ated by M a n n- W bitn ey U -te st.
納
p < 0.01.
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また, flun arizin e を連続投与した場合､ 投与 2 4時 間後の apo m o rphihe に
より誘発される常同行動 に対する nu n a rizin e の 抑制効果は､ 投与 日数の増加
により強くな っ た. これは､ flu n arizin eの 連続投与 に より､ 薬物が体内に蓄積
する こと により ､ 常同行動 の抑制効果も強くな っ たた めと考えられた 0
Cin n a rizin eとflu n arizin eの 常同行勤抑制効果 の差は ､ 両薬物の 線条体にお
ける ド ー パ ミ ン レセプタ - へ の 結合親和性 の差によるも の と考えられる が､ 線
l
条体中の 両薬物濃度の差に起因して い る可能性もある o また ､ pa rkin s omi甲
の 発現には ､ 母化合物の みな らず､ こ れ らの 代謝物の 関与も考慮に入れなけれ
ばならない ｡ 従 っ て ､ 両薬物の線条体 へ の移行性の違 い ､ 線条体中濃度を左右
する代謝や吸収率の違い等の体内動態につ い て も詳細 に比較検討する必要があ
る ｡
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小 括
ヒ トと代謝 の パ タ ー ン が 類似 し て い た W ista r 系 雌 ラ ッ ト を用 い ,
cin n arizin eまた は凸 un a rizin eの 錐体外路系 の 運動調節機構に及ぼす作用を比
較した o さ ら に ､ ド ー パ ミ ン レセ プタ ー の 選 択的 な ア ゴ ニ ス ト で あ る
apo m o rphin e を用 い ､ ド - バ ミ ン レ セ プタ - に対 す る cinn arizin e お よ び
皿u n a rizin eの 遮断効果をin viv oで 比較し以下 の知見を得た .
1)Wista r系雌ラ ッ トにお い て flu n a rizin eは cin n a rizin eに比 べ カ タ レプシ ー
惹起作用 ､ 運動協調性抑制作用および行動活性抑制作用が強く ､ ヒ トにお い て
pa rkin so nis m を引き起 こす可能性が高 い こ とが示 された 0
2)Cinnarizin eお よびflu n arizin eは apo m o rphin eに より誘発され る常同行動
を抑制す る こ とより ､ cin n a rizin eお よびflu n arizin eが誘発す るpa rkin s o nis m
は ､ 両薬物に よる ド - バ ミ ン レセプタ ー の 遮断によ る と推定された o また ､ そ
の 遮断作用は､ flu n arizin eが cin n arizin eよりも強 い と考えられた o
以上 ､ flu n a ri2;in eは cin n a rizin eよりも ド ー パ ミ ン レセプタ ー の 遮断作用が
強く ､pa rkin s o nis m を引き起 こす作用が強 い こ とが W ista r系雌ラ ッ トを用 い
たin viv o実験 で 明らかとな っ た ｡
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実験の部
1 .
1 0- 13週令の W ista r系雌ラ ッ ト (日本S工｡C ㈱) を用い た｡ 動物は実験期
間を通して 一 定環境下 (室温 2 3- 2 5℃ ､ 明期 : 午前 7時 - 午後 7時) で飼育
し､ 固型飼料 (オリ エ ンタル酵母㈱､ M F) および水は自由に摂取さ せた ｡
2.
Flun arizin ehydr o chlo ride お よび apo m o rphin ehydr o chlori de は Sigm a社
より ､ cin narizin eお よびア ラ ビアゴム 末は和光純薬工業㈱より購入した.
そ の 他の 試薬 は , 市販の特級試薬を使用 した ｡
3 .
ロロ
回転棒法に よる運動協調性の 測定には ,㈱夏目製作所製 KN -75型 r ota r od(棒
の直径 9 c m) を用 い た ｡.
A + _カ旦 出 激崖
1群6 匹の W ista r 系雌ラ ッ トに cim arizin e(2 0- 4 0 0LL m Ol瓜g) または
flun arizine (5 - 4 0LLm Ol瓜g) を 1 日 1 回 1 5 日 間連続経 口 投与 した ｡
Cinna rizin eお よび flun arizin eは ､ 5 %(w/v) アラ ビア ゴム に懸濁 し､ 5mlag
の 容量 でゾンデを用 い て強制的に経 口投与した .. カタ レプシ ー 惹起作用および
運動協調性に対す る作用は ､ 薬物投与 1,5, 1 0まは び 1 5回目 の 2 4時 間後に測
定し ､ 行動活性に対する作用 は薬物投与 15 回 目の 2 4時間後に測定した o
1) カタレプシ ー 惹起作用
高さ 12-1 6c m で 水平 に渡した鉄棒 (直径3 m m) にラ ッ トの 前肢をか
けさせ ､ こ の 姿勢を30 秒以上保持した場合をカタ レプシ ー 陽性と した ｡
2) 運動協調性に対する作用
Rotarod装置 の 棒の 回転数を毎分 8･回転とし ､ ラ ッ ト壷の せ 2分間まで
観察し､ 落下時間を測定した ｡ 試験は 3回行い , 中間値をそ の ラ ッ トの 落
下時問 とした ｡
3) 行動活性に対する作用
直径 60 c m の 底面を 19 区画 に区切 っ たバケツ状の装置 にラ ッ トを入れ ､
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3分間 の 間 に 区 画 を横切 っ た 回数 (a mbulatio n) と 立 ち 上 が り動作
(r e a ring) を行 っ た回数を測定した ｡
畠+ _ _ 虫 迎 塾旦王旦辿 旺 追よ旦透盈豊艶亙監鼠径塾旦迎乱数墓
Cin n arizin eお よびnu n arizin eは ､5 %(w/v) アラ ビア ゴム に懸 濁 し,5 m 比 g
の 容量 でゾンデを用 いて強制的に経 口投与した ｡Apo m o rpbin eは生硬食塩水に
溶解し､ 5mukg の 容量で腹腔内に投与した .
cin n a rizine または nu n arizin e単回投与時の常向行動抑制効果は ､ ラ ッ トに
cin n a ri2;in e(10 ,5 0 お よび 2000 pm oLrkg)または flu n arizin e(25, 5 0および
10 pm ol瓜g) 投与 2時間後に apo m o rphin e (2mg収g) を投与し､ 常 同行勤を
観察した ｡
- Cin n arizin e または nunチrizine 連続投与時の常同行勤抑制効果は ､ 1群 5 匹
の W ista r系雌ラ ッ トに cin n arizine または 且 un a rizin e20pm ol/kgを 1 日1 回
1
,
5
,
1 0または 1 5日間連続投与し, 各最終投与 の 2 4時間後に apo m o rphin e
(2mg舷g) を投与して常同行動を観察した o
常同行動 の観察は ､ ラ ッ トを木くずを敷い た透明なプラス チ ッ クケ ー ジ (縦
2 5 ×横 5 0 ×高さ 20 cm) に入れ ､ 60 分間 にわた っ て ､ 5分 ごとに 90 秒間行 っ
た ｡ 常同行動は ､ Co stallと Naylo rの 方法【70] に従 っ て 次の よう にス コ ア -
化した. 0 : 生理食塩水投与ラ ッ トと同様 の行動, 1 : 断続的 s nifAng (臭い
かぎ運動) ある い は持続的探索行動､ 2 : 持続的 s nifangお よび断続的探索行
動､ 3 :持続的 smi frlng､ 断続的 1icking(なめ る行動) , 断続的 gn a wing(か
じる行動) および断続的もiti喝 ( 噛む行動) が認められ ､ 探索行動は短期間し
か認められない ｡ 4 : 持続的1icking､ 持続的 gn a wingお よび持続的biting が
認 め られ ､ 探索行動は認められな い ｡
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第4章 Cinnarizine およ flu n arizin e とそれらの代謝物の ド ー パ
ミ ンレセ プタ - および ムス カリ ン性アセ チ ル コ リ ン レセ プ
タ ー ヘ の結合
Pa rkin sonis m は､ 異質線条体系 にお い て ド - /てミ ン作働性ニ ュ ー ロ ンの 活
性が低下し ､ 相対的にコ リ ン作動性ニ ュ - ロ ン の活 性が優位にな っ た時に発現
l
する 【8, 9]o 薬物が副作用として 引き起 こすpa rkins o血s m と して は ､ 抗精神
病薬の例が良く知られて い る [10, 11]o 抗精神病薬は､ 線条体の ド ー パ ミ ン D2
レセプタ - (D2-R) を遮断する こ と により ､ ド - /てミ ン作働性 ニ ュ - ロ ンの 活
性を低下させ pa 血 n s o血s m を引 き起こす ｡ また抗精神病薬は同時にムス か+
ン性ア セチル コ リ ン レセプタ ー (mA C h R) の 遮断作用も有してお り , この 抗
コ リ ン作用が強い もの はどpa rkins o nis m の 発現頻度が低い ことが知られて い
る 【74, 75】. すなわち ､ 抗精神病薬が合せ持 つ D2戊 遮断作用 と m A C h-R 遮断
作用 の相対的な強さの違 い により ､ 抗精神病薬 の pa rkin s omim 惹起力が決定
軍れ る 【11, 1 3, 74】o こ の ような考えに基づき ､ cin n a rizin eお よび flu n a rizin e
に よる pa 血 n s o血 s m 発現 の機構を調 べ る 目的で ､ 両薬物とそれらの代謝物 の
ラ ッ ト線条体の D2-R および 血A C h-R へ の 結合性につ い て比較検討した ｡
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第1節 ラ ッ ト線条体ド ー パ ミ ン D2 レセプタ ー (D2-R) ヘ の 結合
遺伝子 工学の進歩に伴い ､ 現在まで ド - バ ミ ン レセプタ ー は 5種類の サブタ
イプ(I)1, D2,I)3, D4, D5) が ク ロ ー ニ ン グされ て い る 【76- 8 0]が ､ 構造上 の 特
徴と薬理学的リガ ンド要求性か らI)1群 (Dl,I)5) と D2 群 (I)2, D3, D4) の
2 つ に分類されて い る [81, 82]. Dl-R は主 に線条体, 側坐核 ､ 嘆結節に , D5.R
は海馬と視床下部に存在し､ い ずれもア ゴニ ス トの 刺激に より アデニ ル酸シタ
ラ ー ゼ活性を促進する . D2 1R は線条体､ 側坐核 ､
'
喚結節に局在し､ ア ゴ ニ ス
トの 刺激により アデニ ル酸 シク ラ - ゼ活 性を抑制する｡ D3-R は側坐核､ カ レ
ハ 小島､ 喚結節などに分布し､ D4-R は大脳皮質前頭葉な どに分布 して い るが ､
両 レセプタ ー の 関連して い る細胞内伝達機構に つ い て は未だ明らかで な い .
ド ー パ ミ ンによる行動薬理学的な調 節は､ Dl レセプタ ー サ ブフ ァ ミ リ - と
I)2 レセプタ ー サ ブフ ァ ミリ ー の 協調作用 に より行われ る [8 3,84] が ､ 抗精神
病薬が引き起こすpa 血 n s o nis m は､ 線条体 の D2-R の 遮断による も の と考え
られ て い る 【13, 85]｡
Flu n a ri2;in e に つ い て は ､ す で に ラ ジオ レ セ プタ - ア ッ セ イ に よ り ､
flu n arizin eはラ ッ ト線条体 D2-R に結合し､ I)11 R に は結合しない ことが確か
められ て い る [14,1 5]｡ 一 方､ cin n a rizin eや 両薬物の代謝物 の ド ー パ ミ ン レセ
プタ ー の結合性に つ い て は未だ明らか で はな い ｡
本節 で は､ D2-R に高い 親和性を有す る [3H]Y M-09 151- 2[8 6】 をリガン ドと
して用 いたラジオ レセプタ ー ア ッ セイ に より , cin n arizine お よび flun a rizin e
とそ れら の 代謝物 の ラ ッ ト線条体 D2-R へ の 結合性を比較検討 した ｡ な お
[3王可Y M-0 91 5 1-2 は, D4- R に対 して も高 い親和性を有する [78, 85】 が , D4-
R が線条体にほとんど分布しな い こ と 【7 8, 82]と､ D2-R の み に対して選択的
なリガン ドが手 に入らなか っ たた め この リガン ドを用 い た ｡
【実験結果 ･ 考察】
【3H]Y M- 09 151-2 の D2-R へ の 結合に対する ､ cin n a rizin eとそ の 代謝物の 阻
害効 果 を 代表 的な 抗 精神 病 薬 (haloperi dol, chlo rpro m a zin e お よ び
thiori da zin e) の 結果とともに Fig. 1 7に示 した o Flu n arizin eとそ の 代謝物 に
つ い て も同様な阻害曲線を求め､ Fig. 18 に示 した o Cin n a rizin eお よび
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Fig. 1 7 Co mpetitio n c u r v e sfo rthe inhibitio n bf[3E]Y M-0915 1-2 binding
by cin n arizin e, its m etabolite s a nd ty pic al n e u r oleptic sin r at striatal
m e mbr a n e s.
T he m e mbr a n甲(0. 1m g/ml)w e r e阜n c uba七edWith 0.1nM[
3耳】Y M- 09 1 51- 2
and v a ryl ng C O n C e ntr atio n of co mpo u nds fo r2 0 min at 3 7
oC. Co ntr ol
binding w a s m e a s u r ed in the abs e n c e ofc o mpo u nds. Data points a r ethe
m e a n s ofthr e eindepe nde nt e xperim e nts, e a ch pe rfTo r m ed in duplic ate.
㊨
,
Cinムa rizin e; A, C-1 ; 顔,G-2 ;令, C-3 ; V, C-4 ; ○, C-5 ,･ A, C N P;
□
,
haloperi dol; ◇, chlorpro m azine ; ∇ ,thio rida zine.
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Fig. 18 Co mpetitio n c u rv e sfor the inhibitio n of[3H]Y M-09 15 1- 2
binding by flu n a rizin e, its m etabolite s a nd ty pi c al n eu roleptic sin r at
striatal m e mbr a n e s.
T he m e mbr a n e s(0. 1mg/ml) w e r ein c ubated with 0.1nM [3H]Y M-
09151-2 a nd v a ryl ng C O n C e ntr atio n ofc o mpo u nds 丑) r20 min at 37
o
C.
Co ntr ol binding w a s m e a s u r ed in the abs e n c e of c o mpo u nds. Data
points a r ethe m e a n s of thr e e indepe nde nt e xpe rim e nts, e a ch
pe rfo r m ed in duplic ate. ◎, Flu n arizin e ; A, F-1 ; 臥, F
-2
,
･ ㊨
,
F-3
,
･
o
,
F-5
.
; A, GNP ; □, halope ridol , ◇, chlo rpr o m a zin e ; ∇ ,
thioridazl n e.
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凸 un arizin e の 代謝物として は ､ 第 2章 の 代謝研究で使用 した代謝物 (C-1, C-
2
,
C-3
,
C- 4
,
.C- 5
,
F- 1, F-2, F-3, F- 5) の 他 に , C-3 ある い は F-3 が生成する脱ア
ルキル化反応におけ るも う 一 方の 生成物で ある cin n a mylpipera zin e(G N P)
につ いて も検討した o 得られた阻害曲線の H illplot より IC50を求め ､ さらに
C he ngと Pr u s offの 方法【87] で m 値 を算出した(Table 19)o
Hill係数は , いずれ も約1 で あ っ た . Ei値は cin narizin eの 13.2 nM に対
し 且 un arizine は 3.9 6nM で あり､ cin narizin eに 比 べ nu n arizin e の 方が I)2-
R に対 し 3.3 倍高い 親和性を示した ｡ また シ ンナミル基の ベ ンゼ ン環4位の水
酸化体で ある C-2 およびF-2 の Ei値 はそれぞれ 3.8 7お よびo.9 08nM であり ,
とも に母化合物よりもそれぞれ 3.4 倍お よび 4.4 倍高い 親和性を示した｡ これ
らの Ei値は抗精神病薬thiori da zin eの 1.7 5nM に匹敵する値 で あ っ た . 一 方 ,
cin n a rizin eの ジフ ェ ニ ルメ チル基の芳香環 の水酸化体 C-4 のI)2-R に対する
親和性は cin n arizine の約 1/4 で あ っ た. 脱ア ルキル化体 (C-1, C-3, C- 5, F-1,
F-3
,
F- 5
,
G N P) につ い て は ､ 親和性が母化合物よりも著しく低い か , または全
く作用しなか っ た o D2-R に対 す る親和性は ､ F-2 > C-2 > flu n arizin e >
cin n a rizin e>C- 4 > F- 1 > C- 1 の順に高か っ た ｡
以上 の結果 より , flun arizin eは cin n arizin eに比 べ D2-R 遮蔽作用が強く ､
flu n a rizin eはcin n a rizin eに比 べ pa rkin s o nis m 惹起作用が強い と考 えられた o
また ､ シ ンナミル基の ベ ンゼ ン環4位 の 水酸化体 (C-2, F-2) の I)2-R に対す
る親和性はそれぞれ の 母化合物よりも高か っ た こ とより ､ pa 血 n s o血s m の 発
現に は代謝物も関与して い る 可能性が考えられた ｡
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Table 19 Co mpetitio nby cin n a rizin e, flu n a rizin e, their m etabolites
a ndtypic aln e u r oleptic s
'
fo r[
8
H]Y M-0 91 5 1-2binding in r at striatal
m e mbr a n e s
Co mpo u nd Ki(nM) nfI
Cin n arizin e
C-1
C-2
C-3
C_4
C-5
. Flu n arizin e
F-1
F-2
F-3
F-5
C N P･
Thiori da zin e
C hlorpr o m a zin e
Halope ridol
13.2 土 0.4
52 6 1土 151
3.87 士 0.03
> 8760
4 6.0 土 3.3
> 8760
3.9 6 士 0.08
51 7 土 22
0.908 士 0.0 6
> 876 0
> 8760
> 8760
1.75 土 0.1 3
0.6 75 土 0.088
0. 125 土 0.02 9
1. 16 土 0.0 3
1. 19 士 0. 06
1.02 土 0.0 1
N.I).
1. 18 土 0.09
N.D.
1.01 士 0.02
1. 36 土 0. 05
1.0 0 土 0.02
N.D.
甲･I)･
N. D.
1.0 8 士 0.0 2
0.96 土 0.04
0.9 8 土 0.02
Ea ch v alu e r epr e s e nts the m e a n土 S.E. of thr e eindepe nde nt
e xperim e nts c o nducted in duplic ate. H illco effic e nts w e r e obtain ed
fr o mthe c o mpetitio n c u rv e sby Hillp ot. T heinhibitio n c o n sta nts
(Ki) we r e c alculatedfro m I C5. V alu e sby the m ethod of C he ng a nd
Pr u s ofF【87]. N .D. , n otdete r min ed.
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第2節 ラ ッ ト線条体ム ス カリ ン性アセチ ル コ リ ン レセプタ ー (mA C h-R) へ
の 結合
ド - バ ミ ン レセプタ ー と同様に ､ mA Ch-R につ い て も現在まで 5種類の サブ
タイプ(Ml, M2, M3, M4, M5) がタ ロ - 土ン グされて いる 【88-9 0】｡ 線条体
における Ml か ら M5 の存在割合は､ それぞれ 3 5､ 12､ 6､ 4 5お よび o.8% と
報告さ れ て い る [91]｡ し か し ､ ど の サ ブタ イ プが 抗精神病 轟に よ る
parkin s o nis m の 発現と関係して い るか は不明で ある [9 2]o 一 方､ mA C h-R の
非選択的なリガン ドで ある [3H]quin u clidinylbe n zilate(【3H]QN B) の線条体
m A C h-R へ の 結合を阻害する作用が強 い抗精神病薬ほどpa rkin s o nis m の 発現
率が低い こ とが示されて い る 【74, 75]o Cin n a rizin eお よび flun arizin eとそれ
らの 代謝物の mA Cb- R へ の 結合性に 関する知見がない こ とか ら ､ 本節で は
【3H]QN B をリ ガ ン ドと して 用 い た ラ ジ オ レセ プ タ ー ア ッ セ イ に より ､
cim arizine および flu n arizin e とそれ らの代謝物の ラ ッ ト線条体 mACh-R へ
の 結合性を比較検討した｡
【実験結果 ･ 考察】
[3H]QN B の m A C b-R へ の 結合 に対する cin n a rizin eとそ の 代謝物の 阻害効
果を代表的な抗精神病薬 (halope ridol, chlo rpr o m a zin eおよび thiori da zin e)
の結果 とともに Fig. 19 に示 したo Flu n arizin eとそ の 代謝物 につ い て も同様な
阻害曲線を作成した (Fig. 20) o Table 20 に示すように Hill係数は ､ い ずれ
も約1 であ っ た o Cin narizin eの Ki値は 493 nM で あり､ flu n arizin eの 1287
nM に比 べ 2.6 倍高い親和性を示した o C-1,C -2, F-1 お よび F- 2 の親和性は母
化合物の 1.6 - 3.7 倍で あ っ た ｡ 一 方 ､ C-4 の 親和性は cim arizine の 約 1/2 で
あり ､ 他の 代謝物は m A C h-R に対し全 く作用しなか っ たo mA C h-R に対する
親和性は ､ C-2 > C-1 > F- 2 > cin n arizin e> F-1 > C- 4 > flu n arizin eの 順に高か
っ た ｡
以上 の結果 より ､ cin n a rizin eは flun a rizin eに比 べ mA C h-R 遮断作用が強
く ､ cin n a rizin eは flun arizin eに比 べ pa rk,in s o nis m 発現の 抑制作用がより強
い と考えられた ｡
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Fig. 19 Co mpetitio n c u r v占s fo rthe inhibition of[3H]QN B binding by
cin n a rizin e
,
its m etabolite s a nd typi cal n eur oleptic s in rat striatal
m e mbr a n e s.
T he m e mbr an es(0.1mg/ml)w e r ein c ubated with 0.1nM [3H】QN B
a nd v a rying con c e ntratio n ofc o mpo u nds fo r2 0 min at 3 7
o
C. Co ntr ol
binding w a s meastlr ed in the abs e n c e of c o mpo u nds. Data points a r e
the m e a ns of thr e eindepe nde nt e xpe rim e nts, e a ch pe rfo r m ed in
duplicate. ◎, Cin n arizin e ,
･ A
,
C- 1 ; 観, C- 2 ,
･ ◆
,
C-3 ; V, C-4 ; 0, C-5
; A, C N P; ロ, haloperi dol ; ◇, chlo rpr o 皿 a Zin e; ∇ , thio rida zin e.
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Fig. 20 Co mpetitio n c u r v e sfo rtheinhibitio n of[3H]QN B bindingby
flun arizin e
,
its m etabolite s a nd typic al n e u r oleptic s in r at striatal
m e mbr a n e s.
T he m e mbr a n e s(0.1mg/ml)w e r ein c ubated with 0.1nM .[3H]QN B
a nd v a rying
◆
c o n c e ntr a七io n ofc o mpo u nds for 20 min at 37
oC. Co ntr ol
binding w a s m e a s u r ed in the abs e n c e ofc o mpo u nds. Data points a r e
the m e a n s of thre e■indepe nde nt e xpe rim e nts, e a ch pe rh m ed il
duplicate. ◎, Flu n a rizin e; A, F- 1 ,
･ 蘭
,
F-2 ;令, F-3 ; 0, F-5 ,
･ A
,
C N P
; ロ, halope ridol; ◇, chlo rpr o m a zin e; ∇ , thio rida zin e.
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Table 2 0 CQmPetitio nbycin n a rizin e, nu n a rizin e, their m etabolite s
a nd typic al n e u r olep七ic s for [
3H]QN芦 binding in r at striatal
m e mもr a n e s
Co mpo u nd Ki(nM) nE
Cin n a rizin e
C- 1
C･2
C- 3
C-4
C- 5
Flu n arizin e
F- 1
F-2
F- 3
F- 5
C N I)
Thio rida zin e
C hlo rpr o m a zin e
Haloperi dol
439 士 31
3 16 土 2 2
205 士 16
> 1 1 738
1 131 士 103
> 1 1 7 38
1287 士 6 6
5 6 3土 19
3 52土 11
> 11 738
> 11 7 3 8
> 11 738
9.79 土 0.8･1
34. 7 土 2.3
3 158 土 82
0.97 土 0.09
1.0 8 土 0.05
1.12 土 0.06
N .D.
1.08 土 0.08
N.D.
0.9 4 土 0.08
1.18 土 0.06
0.9 9 土 0.0 3
N.D.
N. D.
N. D.
1.0 2 土 0.02
0.9 3土 0.0 3
1.2 4 土 0.01
Ea ch v alu e r epr e s e nts the m ean 土 S.E. ofthree indepe nde nt
e xpe rim e nts c o nducted in duplic ate. H illc o efficients w er eobtain ed
from the c o mpetitio n c u r v e sby Hillp ot. T heinhibitio n c o n sta nts
(Ki)w e r e c alc ulated fr om IC5.Valu e sby the m ethod of C he ng a nd
Pr us off[87]. N. D., Notdete r min ed.
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第3節 Parkin s onis m 惹起力の 評価
薬物に より誘発され る pa rkin s o nis m は ､ 線条体 におけるI)2-R 遮断作用が
m A C h-R 遮断作用 に比 べ 相対的に強い も の ほ ど生 じやすい と考えられる 【1 1,
13, 74】o 従 っ て , 両 レセプタ ー の遮断作用 の相対的な強さを両 レセプタ ー に対
する Ki値の 比 (mA C h/D2)で表すと ､ この 比の 値 がより大きく ､ か つ I)2-R に
対する親和性が大きい化合物ほど､ 低い 濃度で より選択的に D2-R を阻害し ,
pa rkin s o nis m を惹起しやすい と推定され る ｡
本節で は､ 先に求めた cin n arizin eお よび 且u n a rizin eとそれ ら の代謝物の 両
レセプタ ー に対する Ei値 よ り mA C hn)2 比 を計算し､ cin n arizin e お よび
皿u n arizin eとそれ らの 代謝物の pa rkin s o nis m 惹起力 を推定した.
【実験結果 ･ 考察]
Table 2 1に cin n a rizin eお よび flu n a rizin eとそ れ らの 代謝物の D2-Rお よび
mA C h-R に対す る親和性の 比(m A Ch 皿2)を示 した ｡ この 比の値がより大きく ､
か つ D2- R に対する親和性が高い (Table 1 9) 化合物ほど ､ 低い濃度で より選
択的に D2- R を阻害し ､ parkin s o nis m を惹起しやす い と考えられ る ｡ D2-R に
対す る親和性の 高さと mA C h/D2 比の 大きさ の 順は flu n arizin eと C -2 以外 は
同じで あ っ たo Flun a rizin eと C- 2 につ い て は ､ D2-R に対する Ei値がそれぞ
れ 3･9 6お よび 3･87 nM と親和性はほ ぼ同じ で あ っ たが ､ flun ari中e の
m A C hn)2 比の 億が C･ 2 に比 べ て約 6倍大きか っ た ことより, pa rkin sonis m
の 惹起力も flu n arizin e の方が C-2 より も大きい と考えられたo これ らの指標
をもとに ､ pa rkin s o riis m の 惹起力を F- 2 > flu n a rizin e> C-2 > cinn arizin e>
C-4 > F- 1 > C- 1 の順と推定した o
ラジオ レセプタ ー ア ッ セイ の結果 より ､ 皿 un arizin e は cin n arizin e より も
pa rkin s o nis m の 惹起作用が強い と考えられた. また , pa rkin s o nis m の 発現に
は母化合物ばかりで なく ､ C Y P2 D 6による酸化成績体で あるシ ンナミ ル基の芳
香環4位の水酸化体(C-2, F-2) も活性代謝物として関与す る可能性が示唆さ
れた｡
8 1
Table 21 Estim atio n of pa rkin s o nis m induc em e nt by cin n a rizin e,
flu n arizin e andtheirpl e七abolite s a s abala n c e ofafrl nitie sfo r mA C h-R a nd
D2-R
Co mpo u nd mA Ch / D2 Co mpou nd m A C b / D2
Cin n arizine 3 7.3
C･1 0.06
C-2 5 3.0
C- 3 N. D.
C-4 2 4.6
C _5 N. D .
T hio rida zin e 5.5 9
Chlorpr o m a zin e 51.4
Flu n a rizin e 3 25
F- 1 1.09
F- 2 38 8
F_3 N .D .
F-5 N .D.
CN P N .D.
Halope rido1 25264
mA C h/D2 v alu eye r e calu culated bydivisio n ofthe m e an Kiv alu e s of
c o mpo undsiTo r mA C h-R by tho s efo rD 2-R･ N･ D･ , n otdete r min ed･
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小 括
Cin n arizin eお よび n un arizin eによる pa rkin s o nis m 発現の 機構を調 べ る 目
的で ､両薬物とそれらの代謝物 の ラ ッ ト線条体の D2- R お よび mA C h- R へ の 結
合性につ い て 比較検討し､ 以下 の 知見を得た ｡
1) Flu n arizin eは cin narizin eに比 べ て I)2-R 遮断作用が強く ､ また m A C h-
R 遮 断 作用 が 弱 か っ た こ と よ り , 且u narizin e は cin n arizin e に 比 べ
pa rkin s o nis m の惹起作用がより強い と考えられた ｡
2)C Y P2D 6 によ る酸化成績体で ある C- 2 お よび F-2 のD2-R に対する親和性
は､ それぞれ の母化合物よりも高く ､ pa rkin sonis m の 発現には代謝物も関与
して い る可能性が考えられた ｡
3) D2-R と mA C h･R に対する親和性 の 比 (m A C hn)2)､ およびI)2-R に対す
る Ei 値 より､ pa rkin s o nis m の 惹起力を F-2 > flu n arizin e> C-2 > cin n a ri2;in e
> C-4 > F- 1 > C- 1 の順 と推定した o
これ らの 薬物および代謝物が ､ 臨床で の pa血in s onis m の 発現に どの程度寄
与して い るかを評価す るために は , さ らに これ らの 化合物の 生体内濃度を考慮
に入れ る必要がある と考えられた｡
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実験の部
1 .
1 2週令の W ista r系雌ラ ッ ト (日本 S L C㈱) を用 い た ｡
2 .
Flu n arizin ehydr o chlori de は Sigm a社 より ､ cin n a rizin eは和光純薬 工業㈱
より購入した . Cin n a mylpipe r a zin e(C N P)は土 - ザイ㈱より供与されたo そ
の他 の cin n a rizin eお よび flu n a rizin eの代謝物の 人 事 に つ い て は ､ 第1章の 実
験 の部に記した ｡
【3耳】Y M109151- 2(83.9 Ci/m m ol)､ [3H]QN B(3 8.8 Ci/m m ol) お よび液体 シ
ン チ レ 一 夕 - Ec o n
'
oflu o r-2 は Ne w Engla nd Nu cle a rか ら購入した .
Haloperi dol､ chlo rpr o m a zin e hydr o chlo ride ､ atr opin e sul fate お よ び
poly-L-1ysin ehydr obr omi de (分子量 3 0,0 0 015 0,0 0) は和光純薬 工業㈱より
購入した ｡
Thiori da zin ehydr o chlolide は Sigm a社より ､ (＋)-buta cla m ol牲 Re s e a r ch
Bio che mic alsln c. より購入 した ｡
組織溶解剤 Soltle n e35 0は ､ パ ッ カ ー ド ･ ジ ャ パ ン より購入した .
そ の 他の 試薬は ､ 市販 の 特級試薬を使用 した ｡
3 .
放射能の測定は, Be ckm a n社の L S- 1800型液体 シ ン チ レ ー シ ョ ンカ ウン タ
∵ で測定した ｡
生 _ _盛会佐塩腹画公望鼠製
ラ ッ トを断頭後すばやく線条体を取り出した ｡8 か ら 12匹分の線条体をプ ー
ル し ,20倍量の 50 m M Tris-E Cl緩衝液 pH7.4 で ホモ ジナイズした後､4 ℃
の 条件下 ､ 12,000×g で 20 分間遠心した ｡ ペ レッ トを30倍容の同緩衝液に懸
濁後, 再遠心し, 得られた ペ レッ トを同棲衝液 (30倍容) に再懸濁して ､ -8 0℃
で保存した ｡ タ ンパク濃度 の定量は ､ Lo 叩 ら の 方法 【3 4] に従い , 標準物質
として牛血清ア ルブミ ン (Sigm a社製) を用 い た ｡
8-4
地 乏ニ ヱ ユ皇土
0. 1 nM[3H]Y M･09 15 1-2 ､ 1 2 0m M NaCl､ 5 m M K Cl､ 1 m M MgC12､ 1 m M
CaC12お よびo.1 m g の線条体粗膜画分タ ン/t
o
ク を含む 1 ml の 50m M T ris -
H Cl緩衝液 (pH 7.4) の 反応混液を調製した ｡ 1 0･1 1-10･3M の 濃度範囲で薬物ま
たは代謝物を添加した後､ 37℃で 20 分間イ ンキ ュ ベ - 卜したo レセプタ ー と
結合 したリガン ドと遊離リガン ドの 分離は ､ 0.1 %poly-L1 ysin eで前処理した
ワ ッ トマ ン GF 侶ガラス フ ィ ルタ ー を使用 した吸引渡過法で行 っ たo フ ィ ルタ
- は ､ 氷冷した 4 mlの 50 m M TrisJH Cl緩衝液 (pH7.4) ですばやく 4 回洗
浄した. レセプタ ー に結合したリガン ド量は ､ フ ィ ルタ - に 吸着した粗膜画分
を 0.8 mlの Solu e n e-350 で可溶化(室温 ､ 30 分間)後､ 10mlの Ec o no且uo r-2
を加え ､ 液体シ ンチ レ ー シ ョ ンカウ ンタ - で測定した . 放射能から算出した係
数効率は､ 約 5 0% であ っ た o 非特異的結合量は ､ 10LIM の(＋)-butacla m olを用
い て 求めた ｡
越 ぇ望丑上皇ヱ皇二±乙 ユ皇土
【3H】QN Bをリガン ドとし､ 101 1-10･3M の 濃度範囲で薬物または代謝物を添加
し､ D2_R の ラ ジオ レセプタ ー ア ッ セイ と同様 にして レセプタ ー 結合量 を測定
した o なお ､ 非特異的結合量は ､ 10LIM の ato r opin eを用 い て 求めた .
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第5章 C innarizine または flu n arizine 連続投与時の体内動態 と
脳内移行性
前章のラジオレセプタ ー ア ッ セイ の 結果より ､ 且 un arizin eは cinn arizin eよ
りも pa rkinso nis m の 惹起作用が強い こ と ､ また ､ pa rkin s o nis m の 発現 には
母化合物ばかりで なく ､ C Y P2D 6 による酸化成績体 で ある シ ンナ ミル基の芳香
環 4位の 水酸化体 (C･2, F- 2) も活性代謝物として 関与する 可能性が示唆され
た ｡ しか し､ これ らの 薬物および代謝物が､ 臨床で の pa 血 n s o血s m 発現 にど
の 程度寄与するかを評価する ため に は ､ さ らに これ らの 化合物の 生体内濃度を
考慮に入れる必要がある と考えられた ｡
実験動物で ､ cin n arizin eまた は 瓜 un arizine の 血中動態を検討した報告とし
て は､Alle wijn [93】 が W ista r系雄ラ ッ トにcin n a rizin e 0.63 - 4 0m g収g(1. 7
- 1 08 Ll m Ol &g) を単 回経 口 投与 した 時 の 血 中 濃 度 を測 定 し て い る ｡
Flun arizin eに つし1て は ､ M ichiels ら [9 4] が Wistar 系雄 ラ ッ トを用 い ､ 2 0
mg粒g(50LL m Olnig) 単臥 および 20 mg任g/day 9 日間連続経 口投与し, また
Wakiら【32]は Fis che r系雌ラ ッ トに3 mgnig(7.5 LL m Ol &g) 静脈内投与 し,
それぞれ血菜中濃度を報告して い る ｡ しか し ､ 両薬物の in viv oの 体内動態を
直接比較した知見はない ｡ 一 方 ､ 血 中代謝物 に関 して は ､ Meul de r 皿 a n Sら 【24】
がイ ヌ に fltln arizin e を投与後の代謝物 の血中濃度 の推移デ ー タを示 して い る
の みで ある c
本章にお いて は ､ 肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い た代謝実験にお い て ､ 代謝 の様相が
ヒ トと類似して い た W ista r系雌 ラ ッ トに cin n arizin eまた は flu n arizin eを連
続投与し､ 血梁中および線条体中の未変化体および代謝物濃度を測定して ､ 連
続投与時の体内動態を調 べ た o さ らに cin n arizin e, flun arizin e およびそれら
の代謝物 の< 線条体中濃度/血祭中濃度>比を計算し, 脳 内移行性に つ い て 比
較検討した .
なお C-1 と F-1 に つ い て は ､ 内因性物質によ るブラ ンク ピ ー ク との 分離 ･ 識
別が不十分で あ っ たため測定しなか っ た ｡
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【実験結果】
1. Cin n arizin eある い は Flu n a rizin e連続投与時の未変化体および代謝物の 血
祭中および線条体中濃度
雌ラ ッ トに cin n arizin eまたは nu n arizin eを 20pm olkg/day､ 30 日間連続
投与した時の末変化体および代謝物の 血祭中濃度推移を Fig. 2 1た ､ 線条体中
濃度推移をFig. 2 2に示 した . 30 日間連続投与後 の 血衆中濃度は nu n arizin e>
F_ 2 > cin n arizin e> F-3 > C- 2 の順に高く ､ 線条体中濃度は F-2 ≧ 皿un arizin e
> F_3 ≧ cin 皿 arizin e > C -2 の 順 に高か っ た ｡ 血 祭中お よび線条体中 の
cin n arizin e､ C- 2 お よび F-2 濃度は､ 連続投与 10 - 1 5日で ほぼ定常状態に達
して い ると考えられたが ､ n un arizin eは 3 0日目にお い て もなお上昇傾向を示
して い た o F-3 は連続投与 1 5日 まで は検出されず 30日目に初めて検出された｡
一 方 ､ C-3､ C-4､ C- 5 お よび F- 5 は検出されなか っ た o 平均値より算出した血
紫中および線条体中の flun a rizin e 濃度/cin n arizin e 濃度比 とJF-2 濃度/
c_2 濃度比 を Table 22 に示 した ｡ 血渠中の 皿u n arizin e濃度/cin n a rizin e濃
度比 は ､ 連続投与10 日目まで は約 2.5 であ っ たが ､ cin n arizin eが定常状態に
達して い る と考えられ る 15日お よび30日で は ､ そ の 比が 3.5 お よび 6. 1 に上
昇したo 一 方 ､ F-2 濃度/C-2濃度比 は ､ い ずれ の投与日数にお い て もほぼ同
じ値で あっ た (Table 2 2A)｡ また , 線条体中 の濃度比も ､ 血祭中の 濃度比と同
様の傾向を示した (Table 22B)0
2. Cin n arizine ある い は flu n a rizine 投与量の未変化体および代謝物濃度に及
ぼす影響
とこ ろで , 実際の 臨床で の ヒ ト ヘ の投与量は ､ cin n arizin eは 皿 un a rizin eの
10 - 20 倍の 高用量で ある . そ こ で , W istar 系雌ラ ッ トに cin n arizin eまたは
flun arizin eを種々 の 投与量 で 10日間連続投与した｡ Cinn arizin e を 20, 50,
100pm o地dday､ flun a rizin eを 5,1 0, 20一皿 01収g/dayそれぞれ 10 日間連続
投与した時の末変化体および代謝物の血栄中濃度を Fig. 2 3に､ 線条体中濃度
を Fig. 24 に示 した . いずれの 濃度も投与量の増加とともに ､ ほぼ直線的に上
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Table 22 Ratios of flu narizin eto cin n a rizin e c o n c e ntr atio n (F Z/C Z)
a nd F- 2 to C-2 c o n c e ntr atio n(F- 2/C-2)in(A)pla s m a a nd(B)striatu m
(A)Pla s m a
1 day 5day 1 0day 1 5day 30day
F Z / C Z 2.32 2.73 2. 3 3 3.54 6.13
F-2/.C-2 l l.3 8.3 7 8.0 7 1 0.2
(B)Striattl m
1day 5 day 10 day 15 day 30 day
F Z rC Z
F-2 / C- 2
2
.26 1.80 2.7 1 5.3 1
9.54 6.6 4 10.6
Fe m ale W ista r r ats(10･ 1 4w e eks old)w e r e o r allygiv e n cin n arizin e or
nun arizinein a daily dos e of20LL mOl/kgfo r1, 5, 10, 1 5, and 30 days.
T he c o n c e ntr atio n s of cin n a rizin e, C-2, flu n arizin e a nd F-2 w e r e
dete r min edat 2 4ho u r afte rthe fin al do s e. Ea ch v alu e w a s c al ulated
fr o mthe m e a n c o n c e ntr atio 王トOf fl V e r ats. - : n ot a v ailable.
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Fig. 2 3 Pla s m a c o n ce tr atio n s ofcin narizin e, nu n arizine a nd
their m etabolites a洗er repeated o r al administr atio n of
cin n arizin e o rflu n a rizin e in r ats.
Fe m ale W ista
'
r r ats (10- 12 w e eks old) w e r e o ral 1y giv e n
cin n arizin e o rflu n a rizin e at v ario u sdo s e s o n c e aday fo r10
days. T be c o n c e ntr atio n of cin n a rizin e (㊨), C-2 (A),
flu n arizin e(鞄) a nd F-2(㊨) w e r edete r mined at 2 4hou r after
the fin aldos e. Ea ch point repre s e ntsthe m e an j= S.E. of five
a nim als.
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Fig. 2 4 Striatu m c o n c e ntr atio n s of cin n a rizine, flu n a rizin e
a nd their m etabolite s a洗e r r epe ated o r al administr atio n of
cin n a rizin e o rflu n arizin ein r ats.
Fe m ale Wistar r ats (10- 12 w e eks old) w e r e o r ally giv e n
cin n arizin e o rflu n a rizin e at v a rio u sdo s e s o n c ea day fo r10
days. T he c o n c e ntr atio n of cin n a rizin e (㊨), C-2 (A),
flu n arizin e(卑)a nd F12(令) w e r edete r min ed at 24ho u r afte r
the fin aldo s e. Ea ch point r epres entsthe m e a n士 S.E. of fiv e
a nim als.
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昇した｡ また, 平均値 より算出した血祭中および線条体中の flun a rizin e 濃度
/cin n a rizin e 濃度比 と F-2 濃度/C- 2 濃度比 を Table 2 3 に 示 した o
flun arizin e の 5 ま た は 10 LL m O地g/day 投与時 の 血 祭中お よび線条体
nu n a rizin e濃度は ､ それぞれそ の 10 倍量 に相当する cin n a rizin eの 50 または
100pm olnig/day 投与 時 の cin n arizin e 濃度 の 約 1/3 で あ っ た ｡ ま た ､
nu n arizin e5Ll m Ou k.g/day投与時の flu narizin e濃度は , そ の 2 0倍量 に相当す
る cin n arizin e10 0um olnig/day投与時の cin n arizin e濃度の 約 1/5 で あ っ た o
3. W ista r系ラ ッ トにお ける flu n a rizin e体内動態 の 性差
wistar 系ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用 い たin vitr o実験 で , cir m a rizin eおよ
び flu n a rizin eの 代謝には性差が認められた o そ こ で ､ ヒ トで pa rkin s o nis m の
発現率が高い n un arizin eをとりあげ､ ラ ッ トで の in viv oにお ける性差 につ い
て検討 した ｡
嫌および雌ラ ッ トに flun arizin eを 20LL m Olkg/day､ 1 5日間連続投与した時
の
■
､ 未変化体および代謝物の 血紫中ならびに線条体中濃度を Table 2 4に示し
た o 雄ラ ッ トにおける 瓜 un a rizin e の 血衆中および線条体中濃度はいずれも雌
ラ ッ トの 約 1/4 で あり ､ F- 2 の濃度は いずれも雌ラ ッ トの 約 1/5 で あた o,また､
雄 ラ ッ トで は F-3 が主要代謝物で あ っ た .
4. Cin n a rizin e､ flu n arizin eお よびそれ ら代謝物の脳内移行性
1. - 3. の結果より算出した線条体中濃度/血紫中濃度比を Table 2 5に示 し
たo Cin n arizin eお よび nu n arizin eの 線条体中濃度/血紫中濃度比は ､ それぞ
れ 2.46±0.0 9(m e a n士S 且;N=30) と2.2 5±0.l l(N =4 0) で あり ､ 有意差は
認められなか っ た . C12 とf
l
･2 につ いて は､ それぞれ 6.1 1 ±0.1 7(N=2 5) と
6.1 7 ±0.
■
16(N =4 1) であり ､ 有意差はなか っ た. また ､ cin n arizin e と C- 2,
flu n arizin eと F_ 2 をそれぞれ比較する と ､ C-2 および F- 2 の線条体中濃度/血
紫中濃度比は ､ それぞれ cin n a rizin eお よび nu n a rizin eより共に約 2･5倍大き
か っ た (とも に p<0.0 1)0
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Table2 3 Ratio s of nu n arizin eto cin n a rizin e c onc e ntr atio n(F Z/C Z)a nd
F-2 to C-2 c o n c e ntr atio n(F-2/C-2)in(A)pla s m a a nd(B)striatu m
(A)Pla s m a
F Z(5)/ C Z(50) F Z(10)/C Z(100) F Z(5)/ C Z(10 0)
F Z / C Z 0.32 0.2 7 0.19
F- 2/ C-2 1.8 0 2.0 8 1.3 8
(B)Striatu m
F Z(5)/ C Z(50) F Z(10)/ C Z(1 0 0) F Z(5)/ C Z(1 00)
F Z / C Z 0. 34 0. 36 0.2 0
F-2/ C-2 1.81 2. 1 5 1 A l
Fe m ale W ista r r ats(10- 12w e eks old)w e r e o r ally give n cin n ari2;in e o r
flu n arizin e at v a rio u sdo s e sfo r 10 days. T he c o n c e ntr atio n s of
cin n a ri2:in e
,
C-2
,
fltl n a rizin e a nd F-2 w e r edete r min ed at 2 4ho u r afte r
the fin al do s e. Ea chv alue w as calc ulated fro mthe m e a n c o n c e ntr atio n
of fiv e r ats. The v alu ein pa r e nthe sis r epr e s e nts do se(pm ol/kg/day)of
cin n arizin e o rflu n a rizin e.
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Table 24 Se xdife r en c e sin(A)pla s m a a nd(B)striatu m c on c e ntr atio n s of
nu n a rizin e a nd its m etabolitesin r ats
(A)Pla s m a(n m ol/血1)
Flu n a rizin e F-2 F-3
Fe m ale 0.85土 0.0 8 0.4 6士 0.0 4 N.I).
Male 0.20 土 0.0 2 * * 0.09土 0.01
☆ ☆ 0.24土 0.02 **
Fe m ale/Male 4.25 5. ll
(B)Striatu m (n m ol/g)
Flu n a rizin e F-2 F-3
Fe m ale 1.6 3土 0.1 6 2.39士 0. 18 N.D.
M ale 0.3 8土 0.03 * * 0.53士 0.0 5
* * 0.8 8土 0.08 *
*
Fe m ale/Male 4.29 4. 5 1
w istar r ats of both s e x e s(10-1 3 w eeks old) w e r e o r ally give n 20Ll
m ol/kg/dayflun arizin efo r1 5days･ T he c on c e ntr atio n s of flu n a rizin e, F
- 2
a nd F_3 w e r edete rmin ed 2 4ho u r afte r the final do s e. Ea ch v alu e
r epr ese nts the m e a n土 S.E. offive(fe m ale)o r six (m ale)rats･ N ･D･, n ot
dete ctable. ' * Signific a ntly.differ e nt fr o m m e a n v alu e s offe m ale r ats
b<0.0 1).
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Table 2 5 Ratio s of striatu m to pla s m a C O n C e ntrAtio n (S / P) for
cin n arizin e, flu n a rizLin e a ndtheir m etabohte sin r ats
Co mpou nd S / P Co mpo u nd S / P
Cin n arizin e 2 A 6j= 0.0 9 (30) Flu n a rizin e 2.2 5 土 0.l l(40)
C-2 6. 11 土 0.1 7 (25) ☆ ☆ F- 2 6.1 7 士 0.16 (4 1)* *
F-3 3.97 土 0.2 9 (ll)* *
W istar r ats of boths e x e s(10- 14 w e eks old)w e r e o r ally giv e n cin n arizin e o r
flu n arizine at v arious do se sfor1, 5, 10, 1 5a nd 30 days. T he c o n c e ntr atio ns
oftbe c o mpo u nds w e r edete r min ed at 24 bou ra洗e rtbe 丘n al do s e. VallユeS
a r e e xpr e s s eda s m e a n土S_E. Valu e sin pa r e nthe s e s r epr e s e nt the n u mbe r of
r ats. ** Signific a ntly diffe r e ntfr o m m e a n v alu e s ofc o r r e spo nding m othe r
c o mpo u nd(p<0.01).
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【考察】
代謝の パ タ - ンが ヒトと類似して いた Wista r系雌ラ ッ トに､ cinn arizin eま
た は flu n arizin eを 20pm ol&g/day､ 30 日間連続経 口投与し血薬中の未変化体
および代謝物の濃度を測定した ｡ 投与量 20pm oUkg/day は､ 先に行 っ たカタ レ
プシ ー 惹起試験および r ota rod 試験における ､ flun arizin eの E D50(それぞれ
23.5 と 2 5.0pm ol 瓜g/day) に近い量であり , ヒトの 臨床用量 の cin na出zin eは
約 2.5 - 5 倍 ､ 凸 unarizin e は約 50 倍に相当する投与量 で ある . Cin n arizin e
または flun arizine の 20ドm Ol戊g/day投与 により ､ 血祭中の cin n arizin e､ C･2
お よび F-2 は ､ 連続投与 10 - 15 日で ほぼ定常状態に達して いる と考えられた
が , flu n arizin eは 30 日目にお い て もさ らに上昇傾向を示して い た こ とより ､
且u n a rizin eは体内からの消失が遅い と考えられた(Fig. 21). また ､ 連続投与 30
日後にお ける血祭中の 丑u n arizin e濃度は､ cin n arizin e濃度の 約6倍高か っ た
(Table 2 2)｡ 薬物 の 血渠申渡度を決定する要因 と して ､ 吸収 , 分布､ 代謝およ
び排滑がある ｡ ラ ッ トに cinn arizine また は flu n a rizin eを 2 0mg他g(各 54お
よび 50 pm ol&g に相当) 単回経 口投与した時 の吸収率は , cin n arizin e で約
75% 【95] , flun arizin eで約 80 %【94]で あり ､ 両 薬物 の 吸収率はほぼ同程度
と考えられ る o 排壮 に関して は ､ flu n arizin eは尿お よび胆汁中に ほとんど排推
されず [24], cin n arizin e. も尿 中排雅 の少な い 【2 2] ことが示 され て い る .
Cin n arizin eの 胆汁中排滑に つ い て の 知見 はない が ､ cin narizine も nu n a ri2:in e
と同様に胆汁排雅は少なく , これ ら薬物の大部分が代謝物となり排雅され ると
考えられ る ｡ また ､ 両薬物の分布容積を直接比較す る ための デ - 夕はな い が ､
両薬物の構造の類似性と､ 今回の 実験 にお い て cin n a rizin eと flu n a rizin eの線
条体中濃度/血祭中濃度比が近似して い る こ とから ､ 分布容積に は大きな違い
はない もの と推測で きる . 従 っ て , cin n arizin eと flu n arizin eの 血祭中濃度の
大きな違いは ､ 主 に代謝の轟い による もの で あり , cin narizin eが n un arizin e
よりも代謝を受けやすい ためで あ,る と考えられた ｡ 血紫中濃度を決定して い る
主要因は代謝過程で あ るとする考えは ､ flun a rizin eを投与した雄ラ ッ トの血衆
中 flun arizin e 濃度が ､ 雌ラ ッ トの 約 1/4 であ っ た こ と から も支持され る
(Table.24)0
Parkins o血s m の発現に当た っ て は ､ 血祭中濃度よりも作用部位で ある線条
体中の薬物漉度が問題となる ｡ 先に行う たラ ッ ト線条体を用 い たラジオ レセプ
9 7
夕 - ア ッ セイ に より ､ cin n arizin eお よび flu n a rizin eとそれ らの 代謝物で ある ､
c-2､ C-4 お よび F･2 が ド ー パ ミ ン レセプタ - を遮断して pa rkin s o血s m を惹
起す る 可能性が示 された o 特 に ､ C-2 お よび F- 2 は そ れ ぞ れ薬物本体
(cin n arizin e お よび 且 un a rizin e) より もそ の 作用 が強 い と考えられた o 従 っ
て ､ これ らの化合物の 血祭中から線条体 へ の移行性 の評価は , cin narizin e と
flun ari2:in eによ るpa rkin s o nis m の 発現頻度の違 い をもた らす原因究明の 重要
な鍵 の 一 つ と考 え られる . 今回の ラ ッ トで の実験 にお い て は､ cin n arizin e と
且 un arizin e の 線条体 へ の移行率は同じで あり ､ 対応す る代謝物である C-2 と
F-2 の移行率に も差は認められなか っ た (Table 2 5;C-4 は未検出) . よ っ て ､
cin n ari2in eと flu n ari2;in eで pa rkin so nis m の 発現頻度が異なる原因 として ,
未変化体の 線条体 へ の 移行性は関係しな い も の と考えられた . 一 方 ､ C-2 お よ
び F_ 2 は ､ それぞれ ciムn arizin e お よび flu n a rizin eに比 べ 約 2.5倍線条体 ヘ の
移行率が高か っ たo 従 っ て ､ cin narizin eおよび 且 un arizin eは ､ シ ンナ ミル塞
の ベ ンゼ ン環の 水酸化により ド ー パ ミ ン レセプタ - ヘ の 親和性ばかり でなく ､
線条体 ヘ の 移行性も高くな る こ とが示 さ れ.pa rkin s o nis m の 発現に は代謝過
程が重要な役割を担 っ て い る もの と考えられた｡ また今回 の実験にお い て ､ 20
ドm Ol&g/day連続投与 30日後における線条体中濃度は､ 最 もpa rkin s o nis m の
惹起作用が強い と考えられ る F-2 が最 も高く flun arizin e とほぼ同等 の 値 を示
し ､ cin n arizine 濃度の 約6倍 ､ C- 2 濃度の 約 1 1倍で あ っ た ｡ こ の こ とより ､
flun arizine 服用患者で cin n arizin e服用患者よりも pa rkin s o nis m の 発現頻度
が高t･1原因として F-2 が副作用 の発現に関与して い る可能性が示唆された o
と ころで ､ 実際の 臨床で の ヒ ト へ の 投与量は , cin n a rizin eは flun a rizin eの
10 - 2 0倍の 高用量であり ､ 鯨床の場にお い て は ラ ッ トに同用量を投与 した時
の よう に flu n arizin eお よび F- 2 の血紫中濃度が cin n arizin eや C-2 よりも高く
な る とは 限 ら な い ｡ そ こ で ､ W
●
ista r 系 雌 ラ ッ ト に cin n a rizin e ま た は
flun arizin eを種々 の 投与量で 1 0日間連続投与し､ 血栄中 の未変化体および代
謝物 (C-2, F-2) の 濃度比をそれぞれ比較した (Table.2 3). Flu n arizin e の 5
または 1 0pm ol瓜dday投与時の 血祭中 flun arizin e濃度は ､ それぞれそ の 10
倍量に相当する cinn arizin占 の 50または 100 岬 01nig/day 投与時の 血祭中
cin n a rizin e濃度の約 1/3 であ っ た o また ､ flu narizin e5Ll m O比 g/day投与時の
血紫中 flun arizin e 濃度 は ､ そ の 20 倍量 に 相当す る cin n arizin e 100
pm olkg/day投与時の 血紫中 cin n a ri2;ine 濃度の 約 1/5 で あ っ た｡ しか し ､ 連続
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投与 1 0 日 目で cinn a rizin e 濃度が ほ ほ定常状態 に達して い る の に対 し ､
flun arizine 濃度は投与 日数を増すとさら に 上昇す る と推測され る こ と か ら
(Fig. 21)､ 定常状態にお い て は flun arizin e濃度/cin n arizin e濃度比はさ らに
大きい値にな る と考えられた o 一 方､ F- 2 の濃度は ､ flu n a rizin e の投与量が
cin n a rizin e の 1/10または 1/2 0で ある にもかかわ らず､ c12 濃度の 1.4 - 2.1
倍高く , F-2 は C- 2 に比 べ て ､ 2次代謝も含めて体外に排推され にく い と推測
された ｡ `
ヒ トにおける cin n arizin eまた は凸u n a rizin eの 血中動態 に関する報告は少な
く ､ 両薬物を直接比較したデ - 夕はない ｡ ヒ トにお ける 皿u n arizine の 定常状
態で の 血祭中濃度に つ い て荒木ら 【57] は ､ 健常人4名に凸un a rizin eを 10mg､
1日I回 (2 1pm ol/day)57 日間連続投与した場合 ､ およそ5 - 6週 で 定常状
態に達 し､ 50- 10 0ng/ml(0.1 2- 0.2 5n m ol/ mi) の 問で 日内変動す ると して い
る ｡ また , cin n a rizin e に つ い て は He rn a nde z ら [5 5] が ､ 健常人 6 名 に
cin n arizin eを1回 7 5m g, 1 日 2回 (407 LL m Ol/day) 1 5日間連続投与した場
合､ 15日目にはすで に定常状態 に達し､ 1 50- 3 00ng/ml(0.41-0.8 1n m ol/ml)
の 間で 日内変動する こ とを示 して い る o 少な い 例数で 試験方法も異な る こ とや ､
また 且 un arizin e[56]､ cin narizin e【2 7] ともに血紫中濃度に は 2 0- 30 倍以上
とい う非常に大きな個人差が認められ る こ とより ､ 安易に比較する こ と･はで き
な い が , cin n a rizin eは 且u n arizin eに比 べ 約 20 倍の 高用量 を投与 して も ､ 定
常状態 の 血祭中濃度は約3倍程度しか高くならない と思われた占 先に行 っ た ラ
ッ トにお ける薬理実験およびラ ッ ト線条体を用 い たラ ジオ レセプタ ー ア ッ セイ
か ら､ flun arizin eは cin n a rizin eに比 べ 強い pa rkin s o nis m 惹起作用がある と
､
推 定 さ れ た . 従 っ て ､ flu n arizin e 濃 度 に 対 し 3 倍程 度 の 漉 度 で は ､
pa rkin s o nis m の 発現する危険性は､ flu n a rizin e投与時の ほうが高い と推測さ
れたo また , ヒトの flun a rizin e の 血中代謝物に つ い て は､ 未発表 のデ ー タで
あるが ､flun arizin eの連続投与時に nu n arizin eと同濃度 - 約 1/7 の濃度の F-2
が検出きれ て い る 【96]｡ ラ ッ トにお い て の 血焚から線条体中 へ の 移行率は ,
flu n arizin eの 約 2.5倍大きか っ た ことより (Table 2 5)､ ヒ
′
トにお い て も線条体
中の F- 2 濃度は 凸 un arizin e濃度と同レ ベ ルで あ る可能性が示唆された . 従 っ
て ､ nu n a rizin e服用患者で の pa rkin s o nis m の 発現には ､ 未変化体だけで はな
く代謝物(F-2) も関与して い る可能性が大きい と考えられた｡
以上 , ラ ッ トに cinn arizine または ntl n a rizin e を連続投与した結果より ､
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丑u n arizin e･お よび F-2 は ､ cin n arizin eお よび C-2 より も体外 に排滑されにく
い と考えられた ｡ また , 両 薬物はシ ンナ ミル基の ベ ンゼ ン環 4位 の水酸化 に よ
り , ド - バ ミ ン D 2 レセプタ ー ヘ の 親和性と共に線条体 へ の 移行性も増加する
こ とか ら ､ pa rkin s o nis m 発現には C Y P2Ⅰ)6が 関与する代謝過程が重要な役割
を担 っ て い る と考えられた ｡
1 0 0
小 括
代謝の様相が ヒ トと類似して い た W ista r系雌ラ ッ トに cin n a ri2in e または
Au narizin eを連続投与し､ 血栄中および線条体中の未変化体および代謝物濃度
を測定して ､ 連続投与時 の体内動態を調 べ たo さ らに cin n arizin e､ flu narizin e
お よびそれらの 代謝物の線条体中濃度/ 血祭中濃度比を計算し, 脳内移行性に
つ い て 比較検討し ､ 以下の 知見を得た. L
1) 連続投与 30 日後における血祭中 の flun arizine 濃度は cin n arizin e濃度の
約6倍高く ､ F-2 濃度は C-2 濃度 の 約 10倍高か っ た こ とより ､ nun arizin eお
よび F-2 は､ cin n arizin eおよび C-2 よりも代謝を受けにくく ､ 体外 に排滑さ
れ にくい と考えられた ｡
2) cin n arizin e と flun arizin e の 線条体 へ の 移行率はほぼ同じで あり ､ また対
応する代謝物で ある C- 2 と F-2 の移行率に も差は認められなか っ た ｡ 従 っ て ,
cihna rizin eと flun arizin eで pa rkin s o nis m の 発現頻度が異な る原因として ,
線条体 へ の 移行性は関係しな い もの と考えられ た｡
3) C- 2 および F-2 の線条体 へ の 移行率は､ そ れぞれの 母化合物よりも高く ,
pa rkin s o nis m 発現 には CY P2D6が 関与する代謝過程が重要な役割を担 っ て い
る と考えられた ｡
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実験の部
1.
日本 S LC㈱より購入した 10 - 1 4週令の W ista r系雌 ラ ッ トおよび 1 1- 13
週令 の W ista r系雄ラ ッ トを用 い た ｡ 動物は実験期間を通して 一 定環境下 (塞
温 23 - 25℃ ､ 明期 : 午前 7時 - 午後 7 時) で飼育し ､ 固型飼料 (オリ エ ン タ
ル酵母㈱､ M F) および水は自由に摂取さ せた ｡
2.
Flu n a rizin ehydr o chlo ride は Sig皿 a 社より , cin n arizin eお よびア ラ ビア ゴ
ム 末 は和光純薬工業㈱より購入 した ｡
Cinn arizin eお よびbu干arizin eの 代謝物に 関し て は ､ 第 2章の 実験 の 部に記
した ｡
そ の 他の試薬は ､ 市販 の 特級試薬を使用 した ｡
3. の
TtJ
c in n a rizin eまたはflun arizin eを 5 %(w/v) ア ラ ビア ゴ ム水溶液に懸濁し,
ゾンデを用 いて強制的に経 口投与した ｡
皇 + _豊艶達磨投豊艶 地 盤条座卓濃度
W ista r系雌ラ ッ トに cin n a rizin eまた は flu n arizin eを 2 0pm ou kg､ 1日 1
臥 1, 5, 10, 1 5および 3 0日間連続投与した (1群 5匹) ｡ 最終投与2 4時間
後に断頭し､ 血液お よび線条体を採取した ｡ 血 液は常法により血衆分離し､ 線
条体 (20- 4 0皿 g) は氷冷した蒸留水 1mlで ホモ ジナイズ した ｡ 血衆(0･2ml)
中および線条体懸濁液中の cin n a rizin eお よび且u n a rizin e とそ れ らの 代謝物濃
度は肝ミ ク ロ ゾ ー ム中濃度 の測定法(第1章参照)に準じて測定した . なお C- 1
と F- 1 は内因性物質によるブラ ンク ピ ー ク との 分離 ･ 識別 が不十分で あ っ たた
め測定しなか っ た ｡
亘⊥ _ 重盗三監皇量辺盈聾
w ista r系雌ラ ッ トに cin n arizin eを20, 50 お よび 100pm ol&g､flun arizin e
を 5, 10 お よび20pm oukg､ そ れぞれ 1 日1 臥 10 日間連続投与し､ 4･ と同様
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の 方法 で血液および線条体中の薬物および代謝物濃度を測定した (1群 5匹) 0
虹 望壷垣 L監乏二LL 迄迫吐息性差
W ista r系雄ラ ッ トに flu n arizin eを 2 0pm o比g､ 1 日 1 臥 1 5日間連続投
与し､ 4.と同様の方法で血液および線条体中の薬物および代謝物濃度を測定し
た (1群6匹) 0
7
.
ヽヽ′ 悼
上記 4. - 6. の結果より線条体中濃度と血奨中濃度と の 比を計算した ｡
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総 括
1. Cin n a rizin eおよびflu n arizin eとそ れ らの 代謝物 の定量法 の確立
(第1章)
1) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム の 反応液より , cinnarizin eの 新規 1次代謝物で ある
1-[(4-hydr o xyphe nyl)phe nylm ethyl】-4-(3-phe nyl- 2-prope nyl)pipe r a zin e(C- 4)
を単離同定した ｡
2)Cin n arizin eとそ の 5種 の 代謝物および flu n a rizin eとそ の 4種の 代謝物を
H ‡'L Cを用い て簡便か つ 迅速にそれぞれ同時定量す る方法を確立した ｡
2. C in n arizin eと flu n a rizin eの in vitr oで の 代謝 (第2章)
1) ラッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い たin vitr o代謝実験にお い て ､ cinn arizin eお
よび flun arizin eの 1 次代謝反応は , い ずれ も N A D P H非存在下で は進行せず､
一 酸化炭素および S K F525-A によ り抑制された こ とより ､ 本反応に は P4 50が
関与 して い る こ とが明らかとな っ た ｡
2) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム に お ける cin n arizin eま∋よび flu n arizin eの低基質濃
度域で の 主代謝反応は ､ シ ンナ ミル基の芳香環 4位水酸化反応 (C-2, F-2 生成
反応) で あ っ た ｡ 阻害剤および I)A系ラ ッ トを用 い た実験より ､ ラ ッ ト肝ミ ク
ロ ゾ ー ムによる C-2 お よびF-2 の 生 成には C Y P2D サブフ ァ ミ リ - の 関与が 示
唆された ｡
3)ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い たin vitr o代謝実験より求めた固有クリ ア ラ ン
ス (Vm 甲 / Em) より ､ flu n a rizin eは cinn arizin e に比 べ 代謝を受けに く い も
の と考えられた ｡
4)ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム における C-2 お よび F-2 の 生成活性は C Y P 2Ⅰ)6含量お
よび debris oquin e 4位水酸化活性と高い相関を示した こ と ､ ならび に両代謝
活性が q血血din eにより大きく低下した ことより ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ
ー ム におけ
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る cin n a rizin eお よび flun a rizin eの シ ンナ ミ ル基の芳香環 4位水酸化反応 に は ､
C YP2D6 が 関与 して い る と考 え られ た . また , ヒ ト肝ミ ク ロ.ゾ - ム で の
cin n arizin eおよび flt m arizin e代謝様相は､ W ista r系雄ラ ッ トより も W istar
系雌ラ ッ トに類似して い た ｡
5) ヒト P45 0遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミ ク ロ ゾ - ム を用 いた代謝実験より ､
C- 2お よび F-2 の 生成に は C Y P2D6､ C-4 の生成には C YP2B 6の 関与が示さ
れた o Cin n arizin eお よび flu n a rizin eの脱ア ルキル化反応は , 複数の 分子種に
より触媒された ｡
3. Cin n arizin eお よび nu n a rizin eの 行動薬理学的作用 の 比較 (第3章)
1-) ヒ ト と代謝 の パ タ ー ンが類似して い た W ista r 系 雌 ラ ッ ト にお い て ､
凸 un arizine は cin n arizin eに比 べ カタ レプシ ー 惹起作用 , 運動協調性抑制作用
および行動活性抑制作用が強く, ヒ トにお い て pa rkinsomis m を引き起 こす可
能性の高い こ とが示され た｡
2)Cin n arizin eお よび flun a rizin e は apo m o rphin eに より誘発され る ラ ッ トの
常 同行動を抑制した こ と より ､ cin n arizin e お よび flun arizin e が誘発す る
pa rkin s o nis m は ､ 両薬物に よる ド - ^
o
ミ ン レセプタ - の遮断による と推定さ
れた . また , そ の遮断作用は､ flun arizin eが cin n ari21in eよりも強 い と考えら
れた ｡
4. Cin n a ri2;in eおよび flu n ari2;in eとそれら の 代謝物の ド ー パ ミ ン レセプタ ー
お よびムス カリ ン性アセチル コ リ ン レセプタ ー ヘ の 結合 ( 第4章)
1), Flun a rizin eは cin n a rizine に比 べ て ド ー パ ミ ン D2 レセプタ ー (D21R)
遮断作用が強く ､ またムス カリ ン性ア セチ ルコ リ ン レセプタ ー (m ACh-R) 逮
断作用が弱か っ た こ とより ､ flun arizin eは cin narizin e に比 べ pa rkin s omis m
の 惹起作用がより強い と考えられた ｡
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2)C Y P2工)6 に よる酸化成績体 で あ る C-2 お よび F-2 の D2- R に対する親和性
は､ そ れぞれの 母化合物よりも高く ､ pa rkinso血s m の 発現に は代謝物も関与
して い る可能性が考えられた ｡
3) D2- R とmA Ch-R に対する親和性の 比 (m A CⅠ1瓜2)､ お よびI)2-R に対す
る Ki値より ､ pa rkin so nis m の 惹起力を F･ 2 > fltl n arizin e> C-2 > cin n arizin e
> C- 4 > F- 1 > C- 1 の順 と推定した ｡
5･ Cin n arizin eまたは 且u n中zin e連続投与時 の体内動態 と脳内移行性
(第5章)
1) 代謝の様相が ヒトと類似して い た Wista r系雌 ラ ッ トに cin n a rizin eまたは
flun arizin eを連続投与し ､ 連続投与時の体内動態を調 べ た. 連続投与 3 0日後
におけ､る血紫中の flu n arizin e濃度は cin n arizin e濃度 の 約 6倍高く ､ F
-2 濃度
は C-2濃度の 約 10倍高か っ た こ とより ､flun arizin eお よびF-2 は､ cin n arizin e
および C-2 よりも代謝を受け にくく ､ 体外 に排滑されにく い と考えられた ｡
2) Cin n arizin eと flun arizin eの 線条体 ヘ の 移行率はほ ぼ 同じで あり ､ また対
応する代謝物で ある F-2 と C- 2 の移行率にも差は認められなか っ た . 従 っ て ､
cin 皿 arizin eと flun arizin eで pa rkin s o nis m の 発現頻度が異な る原因として ､
線条体 へ の 移行性は関係しな い も の と考えられた o
3) C-2 お よび F-2 の線条体 へ の移行性は , それぞれ の 母化合物よりも高く ､
pa止in s o nis m 発現には C Y P2Ⅰ)6が 関与す る代謝過程が重要な役割を担 っ て い
る と考えられた ｡
本研究で は , 主 にラ ッ トを用 い cin n arizin eと 且u n arizin eの 代謝過程, 両薬
物およびそれら の代謝物の脳内 ヘ の移行性､ レセ プタ ー へ の 結合性などの性質
を比較検討する こと により ､ 両薬物による pa rkin s o血s m 発現機構ならびに発
現率 の相違につ い て考察した ｡
雌ラ ッ トを用 い た in viv o 薬理実験およびin vitr oの ラジオ レセプタ ー ア ッ
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セイより ､ 丑 un arizin eは cin n arizin eに比 べ pa rkin s omis m の 惹起力が強い こ
とが示された . また代謝物 に関して は ､ pa rkin s o nis m の 惹起力は脱アルキル
化 により著しく低下し ､ C Y P2D6が 関与する シ ンナミ ル基の ベ ンゼ ン環4位の
水酸化 (C-2, F- 2) に より増加する と考えられた ｡ 雌 ラ ッ トを用 い た連続投与
試験より､ flu n arizin eお よび F- 2 は , cin n arizin eまは び C-2 よりも体内に蓄
積しやすい ことが示された ｡ また ､ C-2 お よび F-2 は､ それぞれ の母化合物よ
りも 線条体 へ の 移行性 は大き か っ た ｡ こ れ ら の こ と よ り ､ 両 薬 物 の
pa rkin s o nis m の 発現には､ 特に C Y P2D6 が関与する代謝過程が重要な役割を
果たして い る と考えられ た｡
本研究は ､ 臨床で実際に発生した薬物による副作用 に つ いて､ その 機構を薬
理学的および体内動態学的なアプロ ー チ に より明らか にした . 特 に, 薬物の 毒
性発現 に関与す る代謝過程 の 重要性 を示 し､ 医薬 品開発研究にお ける体内動態
学の 重要性を示唆した ｡ 医薬品開発時や臨床の場にお い て は､ 薬 物本体の薬理
作用や体内動態 に主 眼が置かれ , ややもすると代謝物に つ い て は見逃され る こ
とがある ｡ しか し, 本研究で示 したように , 代謝物が副作用発現の 重要な要因
になる場合があり ､ 常 に代謝物の薬理作用と体内動態 に も着眼す る必要性があ
る ｡ また ､ 特に代謝過程には大きな種差が存在する こ とより､ 医薬品開発の 早
い段階より ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ - ムや遺伝子発現系ミ ク ロ ゾ - ムな どを向い て ヒ
トの 代謝を明らか にし ､ さ らに , 本研究で W istar 系雌 ラ ッ トを用 い たよう に ,
ヒ トの 代謝様相と類似した動物種を用 い て薬理試験や毒性試験を行う必要性が
ある と考える ｡
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